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Pendant très longtemps, les traitements contre les cancers se sont basés sur la 
cytotoxicité des chimiothérapies, sur leur capacité à tuer directement les cellules 
malignes ou à induire leur senescence. Mais cette cytotoxicité accrue et non ciblée a 
également pour effet de tuer les cellules du système immunitaire du patient. Cependant, 
il a été montré que la radiothérapie, les anthracyclines ainsi que l’oxaliplatine étaient 
capables d’induire une apoptose décrite comme étant une mort cellulaire immunogène. 
De ce fait, les cellules tumorales mourantes agiront comme vaccin thérapeutique. 
La mort cellulaire immunogène se caractérise par trois grands marqueurs : un stress du 
réticulum endoplasmique pré-mortem qui va induire la translocation de la calréticuline 
de la lumière du réticulum endoplasmique vers la surface cellulaire, la libération d’ATP 
dans le milieu extracellulaire permettant le recrutement des cellules dendritiques et 
l’activation de l’inflammasome NLRP3 via le récepteur P2RX7, et enfin la libération de la 
protéine HMGB1 dans le milieu extracellulaire, qui va aller interagir avec TLR4 à la 
surface des cellules dendritiques pour stimuler leur fonction présentatrice d’antigène.  
La première partie de ce travail a consisté à comprendre les mécanismes moléculaires 
précis par lesquels l’ATP est sécrétée activement lors d’une mort cellulaire immunogène. 
En utilisant une combinaison de techniques impliquant des criblages pharmacologiques, 
des techniques de monitorage de la localisation intracellulaire de l’ATP entre autres, 
nous avons montré qu’après un traitement par les inducteurs de la mort immunogène, 
l’ATP était redistribué des lysosomes aux autolysosomes et que sa sécrétion requiert la 
protéine lysosomale LAMP1. Nous avons également montré qu’il existait d’autres voies 
de libération d’ATP telles que la voie de signalisation Rho, et également l’ouverture des 
hémicanaux pannexine 1 (PANX1). De façon surprenante, nous avons observé une 
implication de PANX1 dans la translocation de LAMP1 à la surface cellulaire. Ces 
résultats ont permis de comprendre un peu plus précisément les mécanismes de 
sécrétion d’ATP dans la mort cellulaire immunogène, mettant en évidence l’importance 
de l’exocytose lysosomale caspases dépendante et PANX1 dépendante. 
La seconde partie de ce travail s’est portée sur l’étude d’une autre caractéristique de la 
mort cellulaire immunogène, { savoir l’exposition de la calréticuline { la surface 
cellulaire. En partant du constat qu’après un traitement par la mitoxantrone, la 
calréticuline était relocalisée en périphérie à la fois dans les cellules humaines et les 
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cellules de levure, il a été suggéré que la voie d’exposition de la calréticuline était 
conservée phylogénétiquement. Nous avons montré que les phéromones pouvaient agir 
comme inducteurs physiologiques de l’exposition de la calréticuline dans les cellules de 
levure. Un criblage d’ARN interférant et des analyses de transcriptome nous ont permis 
de montré que les chimiokines, en particulier CXCL8 chez l’humain (appelé également 
interleukine-8) et son orthologue Cxcl2 chez la souris étaient impliquées dans la 
translocation de la calréticuline à la surface cellulaire. En traitant les cellules 
cancéreuses par la mitoxantrone, nous observons une production de CXCL8 par les 
cellules cancéreuses humaines in vitro et de Cxcl2 par les cellules cancéreuses murines  
in vivo. Un « knockdown » des récepteurs pour CXCL8/Cxcl2 réduit de manière 
significative l’exposition de la calréticuline { la surface cellulaire. Ces résultats ont donc 
montré l’importance des chimiokines dans la voie d’exposition de la calréticuline. 
L’ensemble de ce travail a permis de comprendre plus en détails deux des trois grandes 





Cytotoxic anti-neoplastic agents were considered for a long time to mediate their 
therapeutic effects via their capacity to directly kill malignant cells. Nevertheless, this 
high cytotoxicity is non-targeted and will eventually diminish immune cells. During the 
last years, it has been shown that radiotherapy and some anticancer agents, such as 
anthracyclines and oxaliplatin, can stimulate actively anti-tumor immune responses. In 
fact, they can induce an immunogenic type of apoptosis, which we termed immunogenic 
cell death (ICD). Thereby, dying cells can act as therapeutic vaccine against residual 
cancer cells that overcame the initial treatment. 
ICD is characterized by three major hallmarks: a pre-mortem stress of the endoplasmic 
reticulum (ER), which triggers the translocation of the ER chaperone protein called 
calreticulin (CRT) to the cell surface, the secretion of ATP from apoptotic cells, which 
acts as a signal for the recruitment of dendritic cells and for the activation of the NLRP3 
inflammasome via its receptor P2RX7, and the release of HMGB1 into the extracellular 
space, allowing it to interact with TLR4 and thus stimulate the antigen-presenting 
functions of the DCs. 
The first part of my work focused on the precise molecular mechanisms by which ATP is 
actively secreted during ICD. Using a large panel of techniques, including chemical 
compounds screens and monitoring the subcellular localization of ATP, we showed that 
following treatment of various tumor cells with ICD inducers, ATP is redistributed from 
lysosomes to autolysosomes and the lysosomal protein LAMP1 is required for active 
ATP secretion. We also showed that Rho and pannexin 1 (PANX1) are indispensable for 
efficient ATP release in response to ICD inducers. Surprisingly, we observed an 
unexpected link between PANX1 and the exposure of LAMP1 at the cell surface. These 
results will help to understand the mechanisms necessary for ATP secretion during ICD. 
In the second part of this work we further studied the surface exposure of CRT during 
ICD. We observed that mitoxantrone (MTX), which belongs to the group of 
anthracyclines, can induce a peripheral relocalisation of CRT, both in human cells and 
yeast cells. In addition, we showed that pheromones can act as a physiological inducer of 
CRT translocation in yeast. Focused siRNA screening combined with transcriptome 
analyses revealed that human CXCL8 (also called interleukin-8) and its mouse ortholog 
Cxcl2 play an essential role in the translocation of CRT to the cell surface. Interestingly, 
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MTX-treated human cancer cells displayed an elevated production of CXCL8 in vitro. 
These results were confirmed in vivo, with MTX treated murine tumors, which also 
displayed elevated Cxcl2 levels. The MTX-induced CRT exposure was significantly 
reduced when we performed a knockdown of CXCL8/Cxcl2 receptors. Altogether, these 
results showed the importance of chemokine signaling circuitries in immunogenic CRT 
exposure. 
This work allows for the detailed understanding of the mechanisms of ICD and might 










































ARN : Acide Ribonucléique 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
AIF : Apoptosis-Inducing Factor 
APAF-1 : Apoptosis Protease Activating Factor 1 
APC : Cellule Présentatrice d’Antigène 
ATF6 : Activating Transcription Factor 6 
ATP : Adenosine 5’ –Triphosphate 
BCG : Bacillus Calmette-Guérin 
BCR : B cell Receptor 
Bcl-2: B-cell Lymphoma 2 
BH : Bcl-2 homology 
Ca2+: Calcium 
CDDP: Cisplatine 
CFU : Colony-Forming Unit 
CRT: Calréticuline 
Cyt c : Cytochrome c 
CMH I ou II : Complexe Majeur d’Histocompatibilité I ou II 
DAMP : Damage Associated Molecular Pattern 
DC : Cellules Dendritiques 
DIDS : 4,4’ –diisothiocyano-2,2’ –stilbenedisulfonic acid  
DISC : Death-Inducing Signaling Complex 
DX : Doxorubicine 
eIF2α : Eukaryotic Translation Initiation Factor 
ER: Reticulum Endoplasmique 
ERp57 : ER protein of 57 kDA 
FADD : Fas-associating Death Domain-containing Protein 
G-CSF : Granulocyte Colony-Stimulating Factor 
GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor 
HMGB1 : High Mobility Group Box 1 
HSP : Heat Shock Protein 
IAP : Inhibitor of Apoptosis Protein 
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ICD : Immunogenic Cell Death 
IFN-γ : Interferon-γ 
IL-1, 2, 3, etc… : Interleukine 1, 2, 3, etc… 
i.p. : intrapéritonéal 
IRE1 : Inositol-Requiring Enzyme 1 
i.t. : intratumoral 
LAMP1 : Lysosomal-Associated Membrane Protein 1 
LC3: microtubule-associated protein Light Chain 3 
LB : Lymphocyte B 
LT : Lymphocyte T 
LTc : Lymphocyte T cytotoxique 
LTh : Lymphocyte T helper 
MC : Mitomycin C 
M-CSF : Macrophage Colony Stimulating Factor 
MCP-1 : Monocyte Chemoattractant Protein-1 
MTX : Mitoxantrone 
mTOR : mammalian target of rapamycin 
myD88 : Myeloid differentiation primary response protein 
Na+ : Sodium 
NK : Natural Killer 
NLRP3 : NOD-Like Receptor family, pyrin domain containing-3 protein 
OXA : Oxaliplatine 
PAMPs: Pathogene-Associated Molecular Patterns 
PANX1 : Pannexin 1 
PERK : Protein kinase-like Endoplasmic Reticulum Kinase 
PDIA3 : Protein Disulfide Isomerase Family A, member 3 
PD-L1 : Programmed cell Death Ligand 1 
PRR : Pattern Recognition Receptor 
PTX : Pertussis Toxin 
rCRT : recombinant calreticulin  
ROCK1: Rho-associated Coiles-coil containing protein Kinase 1 
ROS : Reactive Oxygen Species 
SCID : Sever Combines Immunodeficient 
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Smac/DIABLO : Second mitochondria-derived activator of caspase/Direct IAP Binding 
Protein with a low pI 
SNAP : Synaptosome Associated Protein 
SNARE : SNAP Receptor 
Stat3 : Signal Transducer and Activator of Transcription 3 
TAMs : Tumor-Associated Macrophages 
TANs : Tumor-Associated Neutrophils 
tBid : truncated Bid 
TCR : T cell Receptor 
TGF-β : Transforming Growth Factor-β 
Th : T helper  
TLR-4 : Toll-Like Receptor 4 
TMRM : TetraMethylRhodamineMethyl ester 
tPANX1 : truncated pannexin 1 
Tregs : Lymphocytes T régulateurs 
TRIF : Toll/IL-1R domain-containing adaptor inducing IFNα 
UPR : Unfoled Protein Response 
VAMP1 : Vesicle-Associated Membrane Protein 1 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
VNUT : Vesicular Nucleotide Transporter 
WT : Wild-Type, sauvage  
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Actuellement en France, le cancer représente la première cause de mortalité chez 
l’homme et la deuxième chez la femme. Selon les données de l’Institut National du 
Cancer, il a été observé en 2012, 355 354 nouveaux cas de cancer : 200 350 chez 
l’homme et 155 004 chez la femme. Le cancer de la prostate reste le plus fréquemment 
observé chez l’homme, avec 53 465 nouveaux cas estimés en France en 2012, devançant 
nettement le cancer du poumon (28 211 nouveaux cas estimés) et le cancer colorectal 
(23 226 nouveaux cas estimé), et représentant ainsi 26.7% des cancers masculins 
observés en 2012. Chez la femme, c’est le cancer du sein qui est le plus fréquemment 
observé (48 763 nouveaux cas estimés), suivit du cancer colorectal (18 926 nouveaux 
cas estimés) et du cancer du poumon (11 284 nouveaux cas estimés). Malgré les 
avancées médicales récentes, avec un diagnostic précoce et une prise en charge rapide 
des patients, on dénombre un grand nombre de décès de personnes atteintes de cancers. 
En 2012, chez l’homme, le cancer du poumon a causé le décès de 21 326 personnes, le 
cancer colorectal 9 275 décès et le cancer de la prostate 8 876 décès. Chez la femme, le 
cancer du sein a été responsable de 11 886 décès, le cancer colorectal de 8 447 décès et 
le cancer du poumon de 8 623 décès (ces données sont disponibles sur le site internet 
http://lesdonnees.e-cancer.fr/). Il reste donc encore primordial d’améliorer les 
traitements proposés aux patients, pour aboutir dans l’idéal à un traitement 
personnalisé pour chacun d’entre eux. 
Au cours des dernières décennies, les traitements anti-cancéreux ont beaucoup évolué, 
mais également la conception même du cancer. L’étude de ce dernier ne se résume plus 
qu’{ la simple cellule tumorale isolée de son environnement, mais { l’étude de 
l’ensemble « cellule + environnement ». Cela a conduit, en 2000, à l’établissement de 6 
marqueurs déterminant l’oncogenèse précoce, communs { toute cellule tumorale : 
l’échappement { l’apoptose, le maintien de signaux de croissance, l’insensibilité aux 
signaux répresseurs de croissance, une invasion tissulaire et métastatique, un potentiel 
réplicatif sans limite et l’induction d’une néo-angiogénèse (Hanahan and Weinberg 
2000). C’est pour cela qu’aujourd’hui, même si les études in vitro restent nécessaires, 
des études in vivo sont devenues essentielles pour étudier l’interaction de la tumeur 
avec son « micro-environnement ». De ces études sont apparus, en 2011, de nouveaux 
marqueurs de la cellule tumorale: l’échappement { l’immunosurveillance en fait partie, 
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mettant ainsi en évidence le rôle du système immunitaire, qui a été jusque-là, délaissé 
dans les recherches anti-tumorales (Hanahan and Weinberg 2011). 
 
 
C’est dans l’optique de mieux comprendre le rôle du système immunitaire dans la lutte 
anti-cancéreuse, que notre laboratoire a montré que certaines chimiothérapies, telles 
que les anthracyclines ou encore l’oxaliplatine, avaient la capacité d’induire une mort 
cellulaire immunogène. Les cellules tumorales mourantes traitées par ces 
chimiothérapies vont agir comme un vaccin chez le patient, et permettre la mise en 
place d’une immunité anti-tumorale à long terme qui évitera ainsi les rechutes. 
Trois grandes caractéristiques de la mort cellulaire immunogène ont été mises en 
évidence au sein de notre équipe : l’exposition à la surface cellulaire de la calréticuline, 
une protéine chaperonne qui est en temps normal présente dans le réticulum 
endoplasmique, le relargage d’HMGB1 (High Mobility Group Box 1), une protéine 
nucléaire, dans le milieu extra-cellulaire, et la libération d’ATP (Adénosine 5’ -
TriPhosphate).  
Mon travail a essentiellement consisté à étudier la libération d’ATP et l’exposition de la 




















1) Immunité anti-tumorale. 
 
La réponse immunitaire joue un rôle majeur dans la défense de l’organisme contre les 
tumeurs. La théorie de l’immunosurveillance des tumeurs fut énoncée en premier par 
Paul Ehrlich en 1909, mais ne fut reprise qu’en 1950 par Brunet et Thomas, notamment 
grâce au développement des outils qui permettent d’étudier le système immunitaire. 
Leurs travaux reposaient sur les différentes observations de Cooley, qui proposait une 
corrélation entre une infection par un streptococcus pyogenes et la régression de 
sarcomes osseux, { savoir l’hypothèse que la réaction inflammatoire produite par 
l’infection permettait de contrôler la croissance tumorale. De nos jours, la théorie de 
l’immunosurveillance, qui explique l’interaction entre immunité et croissance tumorale 
repose sur la théorie des trois Es : Elimination des cellules tumorales par le système 
immunitaire, Equilibre dynamique qui permet aux cellules tumorales d’être sous le 
contrôle du système immunitaire sans pour autant être détruites, et l’Echappement des 
cellules tumorales au système immunitaire amenant { la formation d’une tumeur. Les 
premières expériences in vivo avec des souris immunodéficientes CBA/H ne furent pas 
convaincantes (Stutman 1974). En effet, tout comme les souris sauvages (wild-type, WT) 
ces souris immunodéficientes développèrent des tumeurs spontanées après exposition 
au methylcholanthrene (MCA), un produit hautement carcinogène (Engel, Svane et al. 
1997). Nous savons désormais que les souris immunodéficientes CBA/H possèdent en 
très grand nombre une isoforme de l’enzyme métabolisant le MCA, empêchant ainsi de 
voir une quelconque différence entre les souris CBA/H et les souris WT. Depuis ces 
premières expériences, nous disposons d’un très grand panel de souris déficientes pour 
un ou alors pour plusieurs acteurs du système immunitaire. Ainsi, les souris déficientes 
pour les gènes RAG (recombination activating gene), qui codent les enzymes 
responsables du réarrangement des gènes des immunoglobulines et du récepteur T, 
sont totalement dépourvues de lymphocytes B et T, populations de cellules 
indispensables pour le système immunitaire adaptatif. Elles présentent une fréquence 
plus importante d’apparition de tumeurs spontanées et de tumeurs chimio-induites par 
rapport aux souris WT. Il a été démontré par la suite que les cellules T αβ ainsi que les T 
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γδ étaient essentielles dans l’élimination des cellules tumorales induites par le MCA 
(Girardi, Oppenheim et al. 2001). D’autres travaux ont confirmé ces résultats en utilisant 
des souris déficientes en cellules ou molécules importantes pour l’immunité innée, telles 
que les souris déficientes en cellules NK (Natural Killer), STAT (signal transducer and 
activator of transcription) et des souris déficientes pour l’immunité adaptative, telles 
que les souris nude (Stutman 1974, Stutman 1979, Smyth, Crowe et al. 2001). La 
combinaison d’une déficience en cellules T et en cellules NK amène une fréquence 
encore plus élevée de souris développant une tumeur, suggérant l’idée que le système 
inné contribue aussi bien que le système adaptatif { l’immunosurveillance ainsi qu’à 
l’éradication des  tumeurs (Teng, Swann et al. 2008). Des arguments épidémiologiques 
chez l’Homme ont également été observés. Il a été montré que les infiltrats tumoraux 
par les cellules du système immunitaire étaient très hétérogènes et variaient d’un 
patient à un autre. Tous les types de cellules immunitaires peuvent être trouvés au sein 
de la tumeur, incluant les macrophages, les cellules dentritiques, les mastocytes, les 
natural killer, les lymphocytes B et T. Ces cellules peuvent aussi bien être localisées au 
centre de la tumeur qu’{ sa périphérie. L’analyse de la localisation, de la densité et de 
l’orientation fonctionnelle des différentes populations des cellules immunitaires ont 
permis l’identification de contextes immuns pouvant être bénéfiques ou délétères pour 
le patient (Fridman, Pages et al. 2012). 
De plus, il a été rapporté une corrélation entre l’augmentation de la fréquence de 
certains cancers et différentes situations cliniques associées à un déficit immunitaire 
touchant les lymphocytes T. Par exemple les personnes touchées par la Trisomie 21 
présentent un déficit fonctionnel des lymphocytes T, et également un taux de leucémie 
vingt fois plus élevé que la population normale. Il a également été rapporté dans de 
nombreuses études que l’incidence des cancers, notamment des lymphomes non 
hodgkiniens, était augmentée de façon drastique chez les patients suivant des 
traitements immunosuppresseurs après une transplantation d’organes (Sheil, Flavel et 
al. 1985, Birkeland, Storm et al. 1995, Penn 1995). D’autre part, il a été reporté une 
corrélation entre la présence de cellules CD3+ et le devenir favorable des patientes 
atteintes d’adénocarcinomes ovariens { un stade avancé (Zhang, Conejo-Garcia et al. 
2003). Naito et al, ont montré qu’une infiltration tumorale importante en cellules T CD8+ 
était associée à une meilleure survie des patients atteints de cancers colorectaux (Naito, 
Saito et al. 1998). 
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Mais le système immunitaire peut également favoriser le développement tumoral : c’est 
le concept d’ « immunoediting » et d’échappement tumoral. Les cellules très 
immunogènes sont reconnues et éliminées par le système immunitaire dans les hôtes 
immunocompétents, mais les cellules peu immunogènes y échappent (Khong and Restifo 
2002). Ces cellules vont alors se multiplier, générer des variants tumoraux insensibles 
au système immunitaire et l’apparition de tumeurs agressives (Smyth, Dunn et al. 2006). 
Mais les cellules tumorales peuvent également exercer un échappement actif au système 
immunitaire. En effet, elles peuvent induire la sécrétion de cytokines 
immunosupressives, telles que TGFβ ou Il-10, induire l’expression du ligand PD-L1 
(programmed death ligand 1) qui va inhiber les lymphocytes T effecteurs, induire le 
recrutement de cellules inflammatoires immunosuppressives telles que les MDSCs 
(Myeloid derived suppressor cells) ou les LTregs (Lymphocytes T régulatrices) 
(Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2001). 
Les cellules tumorales peuvent également induire le relargage de MICA soluble, qui va 
constituer un leurre pour le récepteur NKG2D. MICA constitue un marqueur 
plasmatique de la progression tumorale (Groh, Wu et al. 2002). 
Il est donc admis que les tumeurs sont infiltrés par plusieurs types de cellules du 
système immunitaire : certaines pro-inflammatoires et d’autres anti-inflammatoires. Le 
système immunitaire présente donc une dualité dans le rôle qu’il joue dans la régression 
ou la progression de la tumeur.  
1.1) Système immunitaire inné et adaptatif 
 
Le système immunitaire est un ensemble complexe qui permet la reconnaissance du 
« soi » et du « non-soi » et qui constitue la défense de l’hôte contre les pathogènes 
(comme par exemple les virus, bactéries, parasites et certaines molécules comme le 
poison). Il est constitué par la réponse immunitaire innée, qui se déclenche 
immédiatement à la suite de la détection du pathogène et qui se fait de manière non 
spécifique, et de la réponse immunitaire adaptative, qui est plus lente à se mettre en 
place mais qui est plus ciblée. Il existe tout d’abord des barrières physiques, tels que la 
peau, qui est le premier et le plus important élément du système de défense : elle 
prévient l’entrée de la plupart des corps étrangers. Les muqueuses constituent 
également une barrière physique : le positionnement des cellules rendent les 
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muqueuses imperméables à la plupart des pathogènes et la surface de certaines 
muqueuses est recouverte de mucus et de cils qui vont immobiliser et évacuer vers 
l’extérieur la plupart des particules et corps étrangers. Le système immunitaire inné fait 
intervenir plusieurs types cellulaires après reconnaissance des DAMPs et des PAMPs 
(Damage ou Pathogene-associated molecular patterns respectivement) par les PRR 
(Pattern recognition receptor), dont font partie les TLRs (Toll like receptors) (Chow, 
Moller et al. 2012). Parmi les acteurs du système immunitaire inné, on retrouve un 
ensemble de protéines constituant le système du complément et agissant par une 
cascade protéolytique. Normalement inactives, elles sont activées par les substances 
présentes à la surface de beaucoup de pathogènes. La cascade de réactions engendrées 
va induire le recrutement de cellules immunitaires, va permettre de recouvrir les 
pathogènes et de les éliminer par opsonisation, d’éliminer les pathogènes en induisant 
des perforations, et d’éliminer les complexes immuns. Les cellules du système 
immunitaire inné comprennent les cellules Natural Killer (cellules NK), les mastocytes, 
granulocytes (éosinophiles,  basophiles et neutrophiles) et les phagocytes (macrophages 
et les cellules dendritiques). Ces cellules font parties de la première ligne de défense de 
l’organisme. Les mastocytes, qui résident dans les tissus conjonctifs et les muqueuses 
tout comme les granulocytes, qui sont des globules blancs qualifiés de « non 
spécifiques ». Ils sont caractérisés par la présence d’un très grand nombre de granules 
dans leur cytoplasme contenant des médiateurs chimiques, qui seront déversés pour 
combattre les agents infectieux. Les neutrophiles sont des phagocytes au même titre que 
les macrophages et les cellules dendritiques, mais possèdent une durée de vie bien 
moins importante. Le rôle des neutrophiles dans le cancer reste controversé. En effet, il 
existe un phénotype N1 dans lequel les neutrophiles qui sont associés aux tumeurs 
exercent un effet pro-inflammatoire et antitumorigénique, et un phénotype N2 dans 
lequel les neutrophiles maintiennent un état pro-tumorigénique (Fridlender and Albelda 
2012). Les macrophages sont des cellules de grande taille, qui se sont différenciées dans 
les tissus à partir de monocytes circulants. La reconnaissance des motifs pathogènes par 
les récepteurs se trouvant à la surface des macrophages amène à la phagocytose et à la 
destruction des agents infectieux, et à une production de chimiokines qui vont recruter 
d’autres types cellulaires sur le site de l’infection. Tout comme les neutrophiles, le rôle 
des macrophages dans le cancer reste controversé : Ils peuvent induire un phénotype 
M1 qui sera anti-tumoral, ou alors un phénotype M2 pro-tumoral (Sica, Larghi et al. 
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2008). Les cellules NK reconnaissent les cellules dont la fonction est altérée, comme les 
cellules tumorales, qui ont une expression plus faible de CMH de classe I à leur surface, 
et vont les détruire. Les cellules NK sont aussi capables de sécréter de l’IFN-γ et de 
présenter des inhibiteurs spécifiques du CMH I. Les cellules dendritiques sont des 
cellules dotées de la capacité de phagocytose et sont caractérisées morphologiquement 
par des extensions de la membrane plasmique. Elles sont essentielles car elles 
constituent le lien entre immunité innée et immunité adaptative. En effet, après 
phagocytose et destruction de l’agent pathogène, de par leur fonction présentatrice 
d’antigène, les cellules dendritiques (DCs) vont activer les lymphocytes T et permettre la 
mise en route de la réponse immunitaire adaptative.  
Comme son nom l’indique, la réponse immunitaire adaptative est spécifique de l’agent 
pathogène détecté. Elle est mise en place dans un second temps, quelques jours après le 
déclenchement de la réponse immunitaire innée. Les acteurs de la réponse adaptative 
sont les lymphocytes. Les deux principaux types sont les lymphocytes T (LT) et les 
lymphocytes B (LB) qui peuvent répondre à une multitude d’antigènes grâce à leur 
répertoire de BCRs (B cell receptor) et TCRs (T cell receptor). Ils sont localisés en temps 
normal dans les organes lymphoïdes secondaires chez l’adulte. Les LT sont divisés en 
deux principaux sous-groupes : les LT cytotoxiques (ou LT CD8+), capables d’induire la 
mort par apoptose des cellules infectées ou des cellules cancéreuses, et les LT auxiliaires 
(ou LT CD4+) qui jouent un rôle important dans l’établissement et le maintien de la 
réponse immunitaire adaptative. Les LT CD4+ ont la capacité de diriger la réponse 
adaptative vers une réponse Th1 ou Th2 (Mosmann, Cherwinski et al. 1986). La réponse 
Th1 est caractérisée par une sécrétion d’IL-2, d’IFN-γ tandis que la réponse Th2 est 
caractérisée par une production d’IL-4, IL-5, IL-10 et une prolifération des LB et une 
sécrétion d’anticorps par ces derniers. A chaque activation du système immunitaire 
adaptative, une partie des LT et des LB (appelées LT mémoires et LB mémoires) vont 
permettre la mise en place d’un répertoire et ainsi, l’activation plus rapide du système 
immunitaire adaptatif lors d’une seconde infection.  
1.1.1) Macrophages 
 
Découvertes en 1883 par Elie Metchnikoff, les macrophages sont des cellules du système 
immunitaire inné infiltrant les tissus et proviennent de la différenciation des monocytes. 
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Elles sont capables de phagocytose et participent à la défense non-spécifique de 
l’organisme. Tout comme les DCs, les macrophages sont capables de se comporter 
comme une cellule présentatrice d’antigène. Cependant, malgré son rôle important et 
essentiel dans la réponse immunitaire inné, à la fin des années 1970, il a été montré que 
la croissance tumorale et l’angiogénèse étaient facilitées par une catégorie de 
macrophages, appelés les TAMs (tumor-associated macrophages). Ainsi, dans un très 
grand nombre (mais pas tous) de cancers humains, une fréquence élevée de TAMs 
infiltrant la tumeur est associée à un mauvais pronostic. Cette dualité dans le rôle des 
macrophages dans le cancer peut s’expliquer par leur polarisation, qui va entrainer un 
phénotype pro ou anti-tumoral. En effet, la sous-population « classique » M1 des 
macrophages, qui exerce une activité cytotoxique sur les cellules tumorales et induisant 
des réactions destructrices au niveau des vaisseaux sanguins, est mise en place suite à 
une stimulation par l’IFN-γ seul ou en combinaison avec un stimulus microbien.  Les 
macrophages M1 sont caractérisés par une grande capacité à présenter les antigènes, 
une production élevée d’IL-12 et d’IL-23 et une capacité à orienter la réponse des LT 
vers une réponse de type I (Trinchieri 2003). Ces macrophages ont une activité 
cytotoxique envers les cellules tumorales et envers les micro-organismes intracellulaires 
grâce à un relargage important d’intermédiaires toxiques, comme le monoxyde d’azote 
NO et le TNF (tumor necrosis factor). A l’inverse, la sous-population M2 est activée par 
différents signaux, comme l’IL-4, l’IL-10 ou encore l’IL-13. Elle présente une faible 
capacité de présentation antigénique, un phénotype IL-12low IL-10high, inhibe la réponse 
de type I et oriente plutôt vers une réponse de type II, et elle induit une angiogénèse 
accompagnée d’un remodelage du tissus. Le phénotype M2 contribue donc { la 
progression tumorale et à l’invasion par les cellules cancéreuses. C’est cette sous-










Fig. 1 Vue simplifiée de la polarisation des macrophages. Les macrophages classiques M1 sont induits par 
l’IFN-γ seul ou en combinaison avec un stimulus microbien. Les macrophages M2 sont, quant { eux, induits par IL-4, 
IL-13, les complexes immuns, IL-10 ou encore les glucocorticoïdes. Les M1 sont caractérisés par une grande capacité à 
présenter les antigènes, produisent IL-12 et IL-23 et induisent une polarisation des lymphocytes T en Th1, ce qui 
aboutit à une activité cytotoxique envers les cellules cancéreuses. A l’opposé, les M2 disposent d’une faible capacité de 
présentation antigénique, ont un phénotype IL-12low IL-10high, inhibent la réponse Th1 et contribuent { l’angiogénèse 
et { l’invasion tumorale. (Allavena, Sica et al. 2008) 
1.1.2) Neutrophiles 
 
Les granulocytes neutrophiles sont des cellules sanguines constituant la population 
leucocytaire prédominante chez les humains. Ils ont un rôle primordial dans les 
défenses innées par leur capacité d’infiltration tissulaire et { phagocyter lorsqu’ils 
rencontrent une cellule étrangère ou infectée. Ainsi, lorsqu’ils tuent un mico-organisme 
envahissant, tel qu’une bactérie, les neutrophiles vont relarguer des cytokines, comme le 
TNF-α, l’IL-1 ainsi que des défensines, des ROS (reactive oxygen species) et des 
substances toxiques. Bien que les neutrophiles sont communément associés à leurs 
fonctions anti-bactériennes, il est désormais montré qu’il existe une population de 
neutrophiles, appelée TAN (tumor-associated neutrophiles) qui permet la mise en place 
d’un micro-environnement favorable à la croissance tumorale. En analogie avec les 
différentes sous-populations des macrophages, il existe deux sous-populations de 
neutrophiles, appelées N1 et N2. La sous-population N1 permet une augmentation de 
l’expression de cytokines et chimiokines, induisant l’activation du système immunitaire 
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et mettant en place une réponse pro-inflammatoire et anti-tumorale. Mais en présence 
de la cytokine immunosupressive TGF-β (transforming growth factor β), la réponse est 
orientée vers la sous-population N2, qui est pro-tumorale (Fig. 2(Fridlender and Albelda 




Fig. 2 Schéma simplifié de la polarisation des neutrophiles. Les neutrophiles exercent des fonctions à la 
fois pro et anti-tumomaux. La polarisation des neutrophiles est influencée par les cytokines TGF-β et IFN-β. Sous 
l’action d’IFN-β, les neutrophiles présentent un phénotype N1 et sont des cellules effectrices antitumorales en 
induisant la cytotoxycité et le rejet tumoral, ainsi qu’une mémoire immunitaire anti-tumorale. Au contraire, sous 
l’action de TGF-β, les neutrophiles présentent un phénotype N2 et vont promouvoir l’angiogénèse, l’invasion tissulaire, 
l’induction de métastase et une immunosuppression (Piccard, Muschel et al. 2012).  
1.1.3) Cellules Dendritiques 
 
Les cellules dendritiques (DCs) ont été découvertes par Ralph Steinman en 1970. Parmi 
toutes les cellules du système immunitaire, ce sont elles qui possèdent la plus grande 
capacité de présentation antigénique. Elles induisent les premières la réponse 
immunitaire et constituent le lien entre réponse innée et adaptative. Les DCs immatures 
dites conventionnelles sont également appelées les « sentinelles » du système 
immunitaire, de par leur capacité à circuler dans le sang et à entrer dans les tissus. Ces 
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DCs immature possèdent une très grande capacité de phagocytose. Lors d’une infection 
ou de dommage tissulaire, les DCs subissent une maturation après avoir reconnu l’agent 
pathogène via ses récepteurs de surface, tels que les TLR (Toll Like Receptor), et  après 
l’avoir phagocyté. Elles perdent par la suite leur capacité de phagocytose et migrent 
dans les organes lymphoïdes pour présenter les antigènes aux cellules de l’immunité 
adaptative (fig. 3,(Banchereau, Briere et al. 2000)). Ces DCs matures augmentent ainsi 
leur expression à la surface cellulaire des complexes de peptides antigéniques associés 
aux CMH de classe I ou de classe II, et les molécules de co-stimulation comme CD40, 
CD54, CD80 et CD86. Ceci va permettre l’activation de plusieurs types cellulaires, tels 
que les lymphocytes T helper CD4+ (LTh), les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) et les 
lymphocytes B. Les DCs sécrètent également des cytokines pro-inflammatoires telles 














Fig. 3 Cycle de vie des cellules dendritiques. Les précurseurs des DCs entrent dans les tissus en tant que DCs 
immatures. Après capture d’antigènes, les DCs immatures vont migrer vers les organes lymphoïdes où, après 
maturation, ils vont perdre leur pouvoir de phagocytose, exprimer les complexes majeurs d’histocompatibilité qui 
permettront par la suite la sélection de lymphocytes spécifiques de l’antigène. Une fois activées, ces cellules T aident { 
la maturation finale des DCs, ce qui permettra à son tour l’activation de la réponse immunitaire innée, ainsi que la 
différentiation des lymphocytes. Les lymphocytes T helper (LTh) vont sécréter des cytokines, permettant 
ainsi l’activation des éosinophiles, macrophages et des cellules NK. Les cellules T cytotoxiques peuvent lyser 
directement les cellules infectées. Les cellules B deviennent actives après contact avec les lymphocytes T et les DCs, et 
migrent dans différentes régions où elles produisent des anticorps neutralisant le pathogène initial. Après interaction 
avec les lymphocytes, il est supposé que les DCs meurent. (Banchereau, Briere et al. 2000). 
 
1.2) Rôle du système immunitaire dans la reconnaissance des 
cellules tumorales 
 
La reconnaissance et la destruction des cellules tumorales par le système immunitaire se 
fait { deux niveaux. Tout d’abord, il y a une reconnaissance des cellules tumorales par le 
système immunitaire inné. Les cellules NK, définies phénotypiquement CD3- CD56+, 
peuvent induire une lyse rapide des cellules sans restriction par le CMH. Ainsi, la 
cytotoxicité des cellules NK dépend principalement de la balance entre les signaux 
25 
 
activateurs et inhibiteurs. Dans les conditions physiologiques, les cellules expriment à 
leur surface le CMH de type I, qui est le ligand des récepteurs inhibiteurs se trouvant  à 
la surface des cellules NK, incluant les récepteurs KIRs (killer cell immunoglobulin-like 
receptors), CD94, NKG2A/B. Les cellules présentant une diminution de l’expression du 
CMH de type I vont activer la fonction « tueuse » des cellules NK et seront éliminées par 
ces dernières. Dans le cas des cellules tumorales, on observe une perte de l’expression 
du CMH de type I, dans le but notamment d’échapper { la surveillance du système 
immunitaire. Ces cellules seront donc éliminées par les cellules NK. D’autre part, dans 
des conditions de stress, les cellules tumorales peuvent exprimer des protéines 
apparentées au CMH I, MICA et MICB. Ces cellules seront également détruites par les 
cellules NK grâce au récepteur NKG2D, capable de détecter les ligands induits par le 
stress (Zamai, Ponti et al. 2007, Vivier, Ugolini et al. 2012). Les cellules dendritiques 
constituent également un acteur essentiel dans la destruction des cellules cancéreuses. 
Les DCs sont capables d’utiliser CD36 ainsi que les intégrines αvβ5 pour phagocyter les 
cellules tumorales (Dranoff 2004). Identifiées comme étant les cellules présentatrices 
d’antigènes les plus efficaces in vivo, elles constituent aussi l’interface cruciale entre 
l’immunité innée et adaptative. En effet, les DCs matures sont capables d’aller stimuler 
l’activation des LT CD8+ pour réduire ainsi la masse tumorale. D’autre part, les DCs et les 
macrophages sont capables de reconnaitre, par l’intermédiaire de leur récepteur CD91, 
les protéines heat-shock qui sont couplées aux protéines chaperonnes libérées par les 
cellules tumorales mourantes, et d’induire leur phagocytose (Basu, Binder et al. 2001). 
L’immunité adaptative participe { la destruction des cellules tumorales, notamment par 
la présentation croisée réalisée par les cellules dendritiques ayant incorporé un 
antigène étranger et qui le présentent via le CMH I aux lymphocytes T CD8+. Les LT CD8+ 
sont les lymphocytes infiltrant les tumeurs présentant une activité anti-tumorale des 
plus importantes. La présentation croisée est essentielle dans la reconnaissance des 
cellules tumorales par le système immunitaire adaptatif car les cellules tumorales 
présentent le plus souvent une perte d’expression des molécules de co-stimulation, à 
savoir CD80 et CD86 (ou B7-1 et B7-2 respectivement) nécessaires pour induire une 
réponse des LT. Les DCs ayant phagocyté les cellules tumorales vont, au contraire sur-
exprimer les molécules de co-stimulation pour activer les lymphocytes. Les LT CD4+ 
interviennent également dans la destruction des cellules tumorales en aidant à la 
production des anticorps spécifiques des antigènes tumoraux par les LB. L’importance 
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des différents acteurs du système immunitaire, aussi bien inné qu’adaptatif, fait qu’ils 
sont de nos jours l’objet d’étude dans le cadre de la mise en place de vaccinations anti-
tumorales et de thérapies (Qian, Wang et al. 2014). D’autre part, les cytokines produites 
par les différents acteurs du système immunitaire font également l’objet d’étude et sont 




Fig. 4 Voies de reconnaissance directe et indirecte des cellules cancéreuses. a) Les cellules de 
l’immunité innée reconnaissent les cellules cancéreuses via des motifs et des molécules de surface. Les cellules 
tumorales expriment divers gènes induits par le stress tels que MICA et MICB, qui seront reconnus par les récepteurs 
NKG2D se trouvant à la surface des cellules NK, des macrophages et de certaines lymphotyces T cytotoxiques. Les 
cellules NK peuvent également utiliser une combinaison de récepteurs inhibiteurs et activateurs tels que KIRs et  
détecter la perte du CMH 1 à la surface des cellules tumorales. Les macrophages et DCs utilisent également les 
récepteurs scavengers et CD91 pour prendre en charge le complexe HSPs/peptides tumoraux libérés par les cellules 
nécrotiques. b) Les cellules dendritiques phagocytent les cellules mourantes et les débris, migrent au niveau des 
nœuds lymphatiques et présentent les antigènes tumoraux via les molécules de type I et de type II du CMH et aux 








1.3) Notion d’immunoediting 
 
Le concept d’un rôle crucial joué par le système immunitaire dans la reconnaissance et 
l’élimination de cellules tumorales en absence de toute intervention thérapeutique 
extérieure existe depuis désormais une centaine d’années. Mais la validation de ce 
concept a été difficilement acceptée. Lorsqu’elle a été proposée en 1909, cette hypothèse 
n’a pas pu être validée scientifiquement à cause des manques de moyens expérimentaux 
et par les manques de connaissances. Après l’abandon de la théorie de 
l’immunosurveillance dans les années 1950, une étude réalisée en 1994 par Dighe et al., 
montrant le rôle de l’IFN- γ dans la protection des souris après transplantation de 
tumeurs a relancé l’intérêt des chercheurs concernant la place du système immunitaire 
dans la lutte anti-tumorale (Dighe, Richards et al. 1994). Il a été depuis démontré que le 
système immunitaire, en plus de son rôle protecteur contre le développement tumoral, 
pouvait également promouvoir la croissance tumorale en sélectionnant les tumeurs avec 
une faible immunogénicité. C’est ainsi qu’a été mise en place la notion des trois Es dans 







Fig. 5 Concept d’immunoediting. Les trois phases caractérisant l’immunoediting sont : l’élimination, qui consiste 
à la reconnaissance des cellules tumorales par le système immunitaire aussi bien inné (avec l’activation de cellules NK, 
macrophages et DCs) qu’adaptatif (activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ et des lymphocytes B), menant à la 
destruction des cellules et à la production de chimiokines et de cytokines. Si des cellules tumorales subsistent à la fin 
de cette phase d’élimination, la phase d’équilibre se met en place. Cette deuxième phase consiste à ce que des cellules 
tumorales persistent mais ne peuvent croitre du fait de la surveillance immunitaire. La troisième phase, celle de 
l’échappement au système immunitaire se produit quand la balance entre la réponse immunitaire et les cellules 
tumorales devient favorable pour la croissance tumorale, du fait d’une inhibition de la réponse immunitaire ou encore 
de l’émergence de nouveaux variants de cellules tumorales peu sensibles à la pression immunitaire. Cette dernière 





Cette première phase reprend le concept original de l’immunosurveillance. Si elle arrive 
{ éradiquer complètement le développement tumoral, il n’y aura donc pas la réalisation 
des prochaines phases. L’initiation de la réponse immunitaire anti-tumorale ne se 
réalise que si les cellules du système immunitaire inné arrivent à détecter la présence de 
cellules tumorales, ou du moins les changements du stroma occasionnés par la tumeur. 
Ce remodelage du stroma défini deux des six « hallmarks » du cancer décrits par 
Hanahan et Weinberg en 2000 : l’angiogénèse et une croissance tissulaire invasive 
(Hanahan and Weinberg 2000). Ce remodelage va générer la production de molécules 
inflammatoires et de chimiokines qui vont attirer les cellules de la réponse innée. Dans 
un second temps, les effets de la reconnaissance des cellules tumorales par les acteurs 
de la réponse innée vont être amplifiés : l’IFN- γ produit par les cellules NK va attirer 
plus de cellules immunitaires, ce qui va entrainer une production plus importante de 
cytokines qui vont amplifier la réponse anti-tumorale du système immunitaire inné. Au 
final de ces processus, une quantité importante d’antigènes tumoraux provenant des 
cellules tumorales mortes va être générée, permettant une activation du système 
immunitaire adaptatif. L’activation de ce dernier, par les DCs entre autre, constitue 
d’ailleurs la troisième étape de l’Elimination. La quatrième et dernière étape consiste en 
la mise en place du système immunitaire adaptatif. La phase d’élimination est donc un 
processus continu qui doit être répété à chaque nouvelle détection de cellules tumorales 
présentant une identité antigénique différente. C’est également pour cette raison que le 
cancer a une prévalence plus importante dans les populations plus âgées, où le système 
immunitaire commence à décliner (Dunn, Old et al. 2004). 
 
 1.3.2) Equilibre 
 
Dans cette phase d’équilibre, le système immunitaire de l’hôte et les cellules tumorales 
ayant survécu { la phase d’élimination sont entrés dans un équilibre dynamique. Durant 
cette phase d’équilibre, les lymphocytes et l’IFN- γ exercent une pression de sélection 
importante, suffisante pour limiter leur prolifération, mais pas assez importante pour 
éliminer entièrement le pool de cellules tumorales génétiquement instables. Dans 
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l’article de Dunn et al., cette phase est comparée à la sélection de Darwin : bien que la 
majorité des cellules tumorales est détruite, de nouvelles variantes de la cellule 
tumorale apparaissent, résistant mieux aux attaques du système immunitaire (Dunn, Old 
et al. 2004). A la fin de la phase d’équilibre, une nouvelle population de clones tumoraux 
est apparue, possédant une immunogénicité moindre que la population de cellules 
tumorales initiale. La phase d’équilibre est généralement la phase la plus longue, et peut 
durer parfois plusieurs années dans le cas de cancer chez l’humain. Le pouvoir mutant 
des cellules tumorales peut se caractériser en trois grands types d’instabilité 
génomique : instabilité de réparation { la suite d’une excision de nucléotides, instabilité 
des microsatellites, et instabilité chromosomiale. Cette instabilité génomique est à 
l’origine de l’apparition de nouvelles variantes des cellules tumorales possédant une 
immunogénicité réduite, leur permettant de croitre dans un environnement sous 
contrôle par le système immunitaire. Cette phase a été expérimentalement démontrée 
grâce { l’utilisation de souris ayant reçu par injection sous-cutanée une petite quantité 
de MCA. Seules quelques souris, immunocompétentes, ont développé de petites tumeurs. 
Mais après déplétion des lymphocytes T CD4+ et CD8+, et après neutralisation de l’IFN- γ, 
la moitié des souris ont développé une tumeur { l’endroit de l’injection. Une déplétion 
des cellules de l’immunité innée n’amène pas aux mêmes résultats (Koebel, Vermi et al. 
2007). MacKie et al. ont reporté le cas de transplantés ayant développé des mélanomes 
métastasés un an ou deux { la suite de transplantation d’allogreffes de reins provenant 
du même donneur. Il a été découvert que le donneur a été traité pour un mélanome en 
stade primaire seize ans auparavant, mais était considéré comme « sain » au moment de 
la transplantation. La suppression du système immunitaire par les traitements 
pharmacologiques suite aux greffes a permis un développement des cellules tumorales 
qui étaient en latence (MacKie, Reid et al. 2003). Ces résultats prouvent que le système 
immunitaire, et plus précisément l’adaptatif, permet le maintien de la phase d’équilibre 







 1.3.3) Echappement 
 
Dans cette phase, les cellules tumorales peu immunogènes, sélectionnées dans la phase 
d’équilibre, vont se développer et devenir visibles. Cette brèche dans les défenses du 
système immunitaire ne se produit généralement que lorsque les changements 
génétiques et épigénétiques des cellules tumorales leur confèrent une résistance à leur 
détection ou à leur élimination par le système immunitaire. De nombreux travaux ont 
récemment montré que les tumeurs pouvaient directement ou indirectement inhiber la 
mise en place d’une réponse anti-tumorale en induisant par exemple le relargage de 
cytokines immunosupressives (comme TGF-β, le VEGF (Vascular endothelial growth 
factor) et IL-10), ou encore via des mécanismes impliquant les lymphocytes T 
immunossupressives, comme les LT régulatrices, qui vont mettre en place un micro-
environnement immunosupressif et induire la production de cytokines, tels que IL-4 et 
IL-13. Par ailleurs, ces deux dernières cytokines sont responsables de la polarisation des 
macrophages en macrophages de type M2, favorisant ainsi le développement tumoral. 
Les cellules cancéreuses peuvent également sur-exprimer des inhibiteurs de l’apoptose, 
tel que Bcl-XL, ou encore tuer les LT cytotoxiques en exprimant à leur surface PD-L1 
(programmed cell death ligand 1) ou encore FasL.  
Conclusion sur les trois E. 
 
Le développement des moyens expérimentaux, des modèles de souris génétiquement 
modifiées, l’utilisation d’anticorps monoclonaux ont permis de vérifier l’hypothèse 
longtemps controversée de l’immunosurveillance émise par Burnet et Thomas. Plus 
qu’une simple vérification, ces avancées ont permis d’établir la notion de 
l’ « immunoediting », dans lequel il apparait évident que la phase d’équilibre est cruciale 







1.4) Microenvironnement tumoral immunosuppressif. 
 
L’inflammation est une réaction de défense du système immunitaire qui fait suite à une 
agression, comme par exemple une infection, une brûlure ou encore une allergie. Le 
mécanisme inflammatoire se déroule en deux phases, une phase vasculaire, où on va 
retrouver une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire. La 
seconde phase est une phase cellulaire où on va avoir un recrutement et une infiltration 
des leucocytes au niveau du site inflammatoire. L’hypothèse que l’inflammation puisse 
jouer un rôle dans l’établissement d’une tumeur fut émise dès le 19ème siècle par Rudolf 
Virchow, après que ce dernier ait observé la présence de leucocytes au sein des masses 
tumorales. Ce n’est toutefois qu’au cours de la dernière décennie que le rôle crucial de 
l’inflammation dans la tumorigénèse a été clairement défini, et que certains mécanismes 
moléculaires ont été élucidés. Il est maintenant devenu évident que le 
microenvironnement inflammatoire suite à une infection bactérienne ou virale constitue 
un élément majeur dans l’établissement des tumeurs (de Martel and Franceschi 2009). 
Ainsi, il est de nos jours admis qu’une infection par les papillomavirus humains, 
notamment HPV16 et HPV18, est associée au cancer du col de l’utérus. 
La grande majorité des cancers (90%) est liée des mutations somatiques et à des 
facteurs environnementaux. Les personnes souffrant d’inflammation chronique sont 
prédisposées à une variété de cancers, et l’inflammation constitue plus de 20% des 
décès mondiaux liés au cancer. Il a été montré dans certains cas que l’inflammation 
pouvait également diminuer les bénéfices de l’immunothérapie (Ammirante, Luo et al. 
2010). Cependant, les effets de l’inflammation induite par l’immunothérapie restent 
controversés. En effet, elle peut avoir des effets pro-tumoraux, comme par exemple la 
nécrose accompagnant une croissance tumorale rapide, mais elle peut également 
induire une présentation croisée des antigènes tumoraux et ainsi permettre la mise en 
place d’une immunité anti-tumorale. 
 
Ainsi, la composition de l’infiltrat leucocytaire change en fonction de la nature de 
l’inflammation: chronique ou faisant partie de l’immunosurveillance. Le 
microenvironnement tumoral est composé de cellules de l’immunité innée et adaptatif, 
de médiateurs inflammatoires comme les chimiokines et les cytokines qui agissent de 
manière autocrine et paracrine pour contrôler la croissance tumorale. Les cellules 
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inflammatoires induisant un microenvironnement pro-tumoral sont les macrophages de 
type 2 (ou TAMs), les MDSCs (Myeloid-derived supressor cells), les neutophiles (ou 
TANs) et les LTrégs FoxP3+ CD4+. Les TAMs et les TANs ont été présentés en amont, seuls 
les MDSCs et les LTrégs seront détaillés ci-dessous. 
 
 
1.4.1) Myeloid-derived supressor cells 
 
Les MDSCs représentent une population hétérogène de cellules myéloïdes, composés de 
macrophages immatures, de granulocytes, de cellules dendritiques et d’autres cellules 
myéloïdes à un stade précoce de différentiation. Les cellules myéloïdes se différencient 
en MDSCs grâce à des facteurs sécrétés par la tumeur, tels que Il-6, IL-10, M-CSF, GM-
CSF, ou encore VEGF. Chez la souris, cette population est caractérisée 
phénotypiquement par un profil Gr-1+ CD11b+ et elle est présente dans la rate et la 
moelle osseuse. Les MDSCs expriment les molécules du CMH-I, mais peu ou pas de 
molécules du CMH-II ou de molécules de co-stimulation chez les souris atteintes de 
tumeur. L’activité fonctionnelle des MDSCs implique, entre autre, l’inhibition de la 
production de l’IFN- γ par les LT CD8+. Des études récentes ont montré que les MDSCs 
pouvaient également induire une réponse LT tolérante, ce qui n’est pas le cas avec les 
cellules myéloïdes immatures. D’autre part, la sous population de MDSCs présentant le 
phénotype Gr-1+CD115+ peut inhiber la prolifération des LT et induire le développement 
des cellules LTrég. Chez l’humain, les MDSCs sont définies comme étant un ensemble de 
cellules exprimant le marqueur CD33 mais présentant une absence de l’expression des 
marqueurs des cellules lymphoïdes et myéloïdes matures et de HLA-DR. En analogie 
avec les résultats trouvés chez la souris, les MDSCs isolés de patients atteints de tumeur 
{ un stade avancé peuvent inhiber la production d’IFN- γ par les LT CD8+. D’autre part, 
parmi ces patients, ceux présentant des métastases importantes possèdent un 










Il a été émis comme hypothèse que les tumeurs, pour induire un microenvironnement 
qui leur était bénéfique, favorisaient l’expansion, le recrutement et l’activation des LTrég. 
Les cellules  Trég sont caractérisées par les marqueurs de surface CD4, CD25 (récepteurs 
de haute affinité à IL-2) et par le facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box P3), qui 
est un marqueur intracellulaire. Elles ont été identifiées par Sakaguchi  comme étant un 
sous-groupe des LT CD4+ (elles représentent entre 5 et 10% des cellules T 
périphériques) qui inhibe la réponse des LT in vivo. Elles ont un rôle dans le maintien de 
l’homéostasie et de la tolérance au soi. En effet, les cellules Trégs CD4+CD25+ sont 
impliquées dans l’inhibition d’une réponse immunitaire excessive lors d’une infection 
par les bactéries, les virus, une infection fongique ou encore lors d’une infection par un 
parasite intra-cellulaire. De plus, les LTrégs participent à la mise en place d’une mémoire 
immunitaire des LT puisqu’en retardant la destruction du pathogène trop rapidement, 
ils laissent le temps aux LT mémoires de se créer. Elles sont aussi essentielles dans la 
réussite des transplantations de greffes, en limitant la réaction immunitaire.  Les LTrégs 
jouent un rôle important dans l’établissement de la tumeur : étant donné que beaucoup 
des antigènes tumoraux reconnus par les LT sont des constituants du soi en temps 
normal, les LTrégs CD4+CD25+ vont induire une tolérance au soi pour empêcher la 
génération et l’activation des LT effecteurs, et de ce fait, empêcher l’élimination des 
cellules tumorales. Leur mode d’action n’est pas encore totalement connu, mais il a été 
démontré que les Trégs FoxP3+ ont la possibilité de sécréter des cytokines 
immunosuppressives, telles que IL-10, TGF-β ou encore IL-35 (Collison, Pillai et al. 
2009). De plus, il semblerait que les LTrégs exercent un rôle suppresseur vis à vis des DCs 
et des LT effecteurs grâce { l’expression de CTLA-4 à leur surface, qui va être reconnue 
par la cellule présentatrice d’antigène via les molécules de co-stimulation CD-80 ou CD-
86. Des données cliniques ont montré qu’un plus grand nombre de cellules 
CD4+CD25+FoxP3+ étaient retrouvées circulantes, ou au sein même de la tumeur chez les 
patients atteints de cancer du poumon, du pancréas, des seins, des ovaires ou encore de 
la peau. Dans les travaux publiés par Curiel et al., il a été montré que le grand nombre de 
cellules CD4+CD25+FoxP3+ retrouvées dans les tumeurs était inversement corrélé avec 
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la survie des patientes atteintes de carcinomes ovariens (Curiel, Coukos et al. 2004). 
Cependant, le rôle des LTrég reste à être éclairci. En effet, il a été montré qu’un nombre 
élevé de Trég intratumoraux était associé à une survie globale plus longue chez les 
patients atteints de lymphomes folliculaires et de lymphomes de Hodgkin (Alvaro, 
Lejeune et al. 2005, Carreras, Lopez-Guillermo et al. 2006). Cette corrélation entre le 
nombre de Trég et le pronostic positif a été récemment étendue aux tumeurs solides. 
Badoual et al ont montré que chez des patients atteints de cancers de la tête et de la 
nuque, l’infiltration tumorale par les cellules Trég FOXP3+CD4+ était associée à un 
meilleur contrôle local de la tumeur (Badoual, Hans et al. 2006). Ces résultats 
contradictoires pourraient tout d’abord être expliqués par le stade dans lequel se trouve 
la tumeur : la population de cellules TrégFOXP3+ n’induirait un environnement pro-
tumoral que dans le cas de tumeurs se trouvant à un stade précoce. En effet, bien 
qu’étant généralement associé { un mauvais pronostic dans le cas des cancers ovariens, 
il a été observé que l’infiltration tumorale par les TrégFOXP3+ ne permettait cependant 
pas de donner un pronostic sur la survie du patient dans le cas de cancer ovarien à un 
stade avancé ou métastasé (Leffers, Gooden et al. 2009). Contrairement ,chez la souris, 
FOXP3  peut être transitoirement exprimée par certaines populations de cellules. Ainsi, 
les cellules T CD4+CD25- expriment transitoirement FOXP3 sans pour autant acquérir 
des fonctions suppressives (Walker, Kasprowicz et al. 2003). Par conséquent, même si 
FOXP3 reste actuellement le meilleur marqueur des Trég, sa seule utilisation en 
immunohistochimie pourrait surestimer la population de Trég (Badoual, Hans et al. 
2009).  
 
 LT TH17 
 
En 1986, Mosmann et al., ont décrit deux sous-populations distinctes de cellules T CD4+ 
helper (Th) caractérisées par des sécrétions de cytokines bien différentes : la sous-
population Th1 est caractérisée par une sécrétion d’IFN- γ alors que la sous-population 
Th2 sécrète une variété de facteurs solubles, comme par exemple IL-4, IL-5 et IL-13 
(Mosmann, Cherwinski et al. 1986). Les auteurs ont également émis l’hypothèse qu’il 
existait une sous-population de cellules Th supplémentaire qui serait essentielle pour 
contrôler la réponse immunitaire. La sous-population Th17 a été découverte, bien 
différente de Th1 et Th2, caractérisée par une production de l’Il-17, IL-22 et IL-23. Cette 
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dernière cytokine est par ailleurs nécessaire, au même titre qu’IL-1, pour une 
différentiation totale et fonctionnelle et à la fonction des cellules Th17. L’IL-17 est la 
cytokine effectrice qui constitue la signature de la sous-population des Th17. Elle est 
produite à un niveau local et agit sur les cellules du stroma, les cellules épithéliales, les 
cellules endothéliales et ainsi que sur une sous-population de monocytes pour secréter 
des facteurs pro-inflammatoires tels que IL-8, TNF, CXCL1, et G-CSF, qui vont 
promouvoir un recrutement rapide des neutrophiles (Kastelein, Hunter et al. 2007). Le 
rôle des Th17 dans la réponse immunitaire anti-tumorale reste encore controversé. En 
effet, il a été décrit que les Th17 possèdent la capacité d’induire l’angiogénèse et 
d’activer des facteurs pro-tumoraux, mais qu’ils peuvent également induire la sécrétion 
de CXCL9 et CXCL10, ce qui va attirer les LT effectrices au niveau de la tumeur (fig 6, 
(Hinrichs, Kaiser et al. 2009, Kryczek, Banerjee et al. 2009)). Ainsi l’infiltration tumorale 
par les lymphocytes Th17 est associée à un mauvais pronostic dans le cas de cancers 
colorectaux, de cancers des poumons et de carcinomes hépatocellulaires, mais est 
associé { un bon pronostic de la survie du patient dans le cas de cancers de l’œsophage 
et de cancers gastriques (Chen, Wan et al. 2010, Chen, Xia et al. 2011, Liu, Duan et al. 








Fig. 6 Effets des cellules T helper sur la croissance tumorale. a) Les cellules différenciées en Th17 en 
absence de TGF-β expriment le facteur de transcription Tbx21 pour Th1, et sécrètent l’IFN-γ mais pas IL-10. Ces 
cellules vont induire l’activation des cellules T CD8+ effectives et une régression de la tumeur de façon IL-17 et IFN-γ 
dépendante. b) Les cellules Th17 générées en présence de TGF- β échouent { produire de l’INF- γ mais sécrètent de 
l’IL-10. Elles vont également diminuer l’expression de Gfi1, qui a pour rôle de convertir l’ATP en adénosine, et 
contribuent ainsi { l’inhibition de l’immunité anti-cancéreuse. (Segal-Bendirdjian, Dudognon et al. 2005) 
Conclusion Partie I 
 
La complexité du microenvironnement tumoral fait intervenir plusieurs types cellulaires. 
Chaque type cellulaire peut avoir plusieurs rôles, souvent contradictoires, selon le 
contexte, les interactions avec les autres  types cellulaires et les cytokines sécrétées. 
Ainsi, chaque type cellulaire peut aussi bien avoir des effets anti-tumoraux que pro-






Tab. 1 Tableau récapitulatif des effets anti-tumoraux et pro-tumoraux des différentes sous-



















2) Mort et survie cellulaire 
 
Les premières descriptions des mécanismes de mort cellulaire remontent aux années 
1960. Depuis, plusieurs moyens de classification ont été proposés. Le comité de 
nomenclature de la mort cellulaire (Nomenclature Committee on Cell Death), qui 
regroupe des chercheurs experts dans le domaine, a proposé en 2005 et 2009 des 
critères morphologiques pour définir les différents types de mort cellulaire (Kroemer, 
El-Deiry et al. 2005, Kroemer, Galluzzi et al. 2009). En 2012, une nouvelle classification 
des différentes morts cellulaires est proposée, incluant les caractéristiques biochimiques 
aux caractéristiques morphologiques (Galluzzi, Vitale et al. 2012). Une cellule mourante 
est engagée dans un ensemble de processus réversibles, jusqu’{ ce qu’un des « points de 
non-retour » est atteint : cela peut être une activation massive des caspases, une perte 
du potentiel de membrane, une perméabilisation complète de la membrane externe 
mitochondriale ou alors une exposition à la surface cellulaire de phosphatidylsérines qui 
agiront comme un signal « eat me ». Trois principaux types de mort cellulaire ont été 
décrits : l’apoptose, la nécrose et l’autophagie (Festjens, Vanden Berghe et al. 2006). De 
manière simpliste, l’apoptose (ou mort cellulaire programmée) a été caractérisée 
comme étant la mort cellulaire silencieuse, car la dégradation des cellules en apoptose 
par les cellules phagocytaires a longtemps été décrite comme ne permettant pas 
d’induire une réponse immunitaire. Il a été récemment démontré que bien qu’une mort 
par apoptose était le plus souvent considérée comme non-immunogénique, certains 
stimuli pouvaient amener à une prise en charge des cellules apoptotiques par les cellules 
dendritiques, suivi d’une présentation antigénique et d’une réponse immunitaire 
spécifique  (Apetoh, Ghiringhelli et al. 2007, Obeid, Tesniere et al. 2007, Ghiringhelli, 
Apetoh et al. 2009, Kroemer, Galluzzi et al. 2009). La nécrose, ou mort cellulaire 
nécrotique, a longtemps été considérée comme une mort cellulaire accidentelle et non 
contrôlée. Ses caractéristiques morphologiques ont été décrites comme étant : un gain 
du volume cellulaire, un gonflement des organelles, la rupture de la membrane 
plasmique et une fuite du contenu cellulaire (Kroemer, Galluzzi et al. 2009). Il a 
récemment été démontré que la mort cellulaire nécrotique pouvait être régulée par un 
ensemble de voies de transduction et de mécanismes cataboliques. Ainsi, certains 
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récepteurs de domaine de mort, tels que Fas/CD95 ou TRAIL-R, et certains récepteurs 
Toll-like, comme TLR3 et TLR4, peuvent induire une mort nécrotique. De plus, il a été 
observé dans certains modèles, comme le modèle des cellules interdigitales des 
ébauches membranaires de souris, qu’une inhibition de caspases, soit par une absence 
de l’activateur essentiel de caspases Apaf-1, soit in vitro avec l’ajout de l’inhibiteur de 
caspases à large spectre Z-VAD-fmk, suffit pour rediriger une mort cellulaire 
apoptotique vers une mort cellulaire nécrotique (Chautan, Chazal et al. 1999). La 
nécrose serait donc, dans ce cas, une solution en cas d’échec de l’apoptose. 
En fonction du contexte, la nécrose peut donc être complètement accidentelle, non 
contrôlée, ou alors au contraire « programmée » (Golstein and Kroemer 2007). 
Dans le cas d’une mort cellulaire nécrotique, le contenu cellulaire est libéré dans le 
milieu extracellulaire, ce qui agit comme un signal de danger. De ce fait, la nécrose est 
généralement associée { l’inflammation. Cependant, il a été montré que la présence de 
cellules nécrotiques n’était pas suffisant pour induire une activation des macrophages ni 
une expression de cytokines proinflammatoires (Brouckaert, Kalai et al. 2004).  La 
macroautophagie, ou plus communément appelée l’autophagie, est un mécanisme de 
survie cellulaire. Elle est caractérisée par une absence de condensation de la chromatine, 
mais avec une vacuolisation importante du cytoplasme. Cependant, dans certains cas, 
l’autophagie peut mener { une atrophie prolongée du cytoplasme, et ainsi { la mort de la 
cellule. La mort autophagique est peu ou pas du tout liée aux phagocytes. Le type de 
mort cellulaire choisi dépend du stimulus et de l’environnement cellulaire car chaque 
programme de mort cellulaire est le résultat de signaux promouvant une mort 
particulière tout en réprimant les autres programmes de mort cellulaire (Leist, Single et 
al. 1997, Degenhardt, Mathew et al. 2006). 
Il existe également des morts cellulaires atypiques. C’est le cas  de la catastrophe 
mitotique, qui décrit une mort cellulaire faisant suite à une dérégulation lors de la 
mitose, pouvant être accompagnée d’altérations morphologiques, tels que la 
micronucléation ou la multinucléation. 
L’apoptose et l’autophagie sont les deux mécanismes de mort cellulaire les plus étudiés 






Le mot « apoptose » a été utilisé pour la première fois en 1972 par Kerr et al., pour 
décrire une mort cellulaire avec une morphologie particulière. L’apoptose est 
caractérisée par un arrondissement de la cellule, une diminution du volume cellulaire, 
une rétraction des pseudopodes, une condensation de la chromatine ainsi qu’une 
fragmentation du noyau et un bourgeonnement de la cellule tout en maintenant intacte 
la membrane plasmique, ce qui va aboutir à la formation de corps apoptotiques. Ces 
corps apoptotiques seront par la suite ingérés par les cellules phagocytaires voisines 
(Kerr, Wyllie et al. 1972). Jusqu’{ récemment, les cellules apoptotiques étaient 
considérées comme étant relativement peu immunogéniques. Cependant, de récents 
travaux ont montré que les cellules apoptotiques pouvaient également sécréter des 
facteurs solubles, agissant comme des signaux de  chimiotaxie(Gregory and Pound 
2011). Les étapes dynamiques de la prise en charge des cellules apoptotiques  ont été 
définies par les ‘3Rs’ : « recognition, response et removal » (reconnaissance, réponse et 
suppression) (Gregory and Pound 2010). La phase de reconnaissance est rendue possible 
grâce à la réponse migratoire des phagocytes mononucléaires  aux chimioattractants 
libérés par les cellules apoptotiques (fig 7). Parmi ces chimioattractants, nous 
retrouvons le signal lipidique lysophosphatidylcholine (LPC) (Lauber, Bohn et al. 2003), 
l’ATP et UTP (Elliott, Chekeni et al. 2009), ainsi que la MCP-1 (Monocyte 
Chemoattractant Protein-1) (Kobara, Sunagawa et al. 2008). D’autre part, il y a 
également des changements dans la composition et la topologie moléculaire de la 
membrane plasmique d’une cellule apoptotique. L’exposition du signal « eat me » le plus 
connu est la redistribution de la phosphaltidylsérine (PS), qui, chez les cellules vivantes, 






Fig. 7 Reconnaissance, réponse et élimination de la cellule apoptotique.  Les cellules apoptotiques 
interagissent avec leur environnement via de nombreux mécanismes. A) Les réponses cellulaires de l’apoptose 
incluent l’action de cellules phagocytiques et non-phagocytiques, activées par des facteurs solubles ou des 
microparticules agissant comme des signaux « find me », « keep-out » ou encore « eat me ». B) Exemples de 





Il existe différents sous-types d’apoptose qui, bien que morphologiquement semblables, 
empruntent des chemins biochimiques différents. On distincte donc la voie extrinsèque 
de l’apoptose, activée par des signaux de stress extracellulaires transmis par les 
récepteurs transmembranaires spécifiques, et la voie intrinsèque, ou mitochondriale, 
qui est activée par des signaux intracellulaires (Riedl and Salvesen 2007). 
La voie extrinsèque de l’apoptose peut être initiée par des liaisons de ligand { leurs 
récepteurs de mort, tels que FasL/CD95L à FAS/CD95, TNFα à TNFR1, TRAIL à TRAIL-R 
(Strasser, Jost et al. 2009). Cela va aboutir au recrutement de la molécule adaptatrice 
FADD (Fas-associated death domain-containing protein) qui va se lier à la pro-caspase-8 
et au complexe DISC (Death-inducing signaling complex). La formation de ce complexe 
entraîne trois cascades majeures de signalisation menant { l’apoptose : 1) le clivage et 
l’activation de la caspase-8 va cliver à son tour les caspase-3, 6 ou 7 ; 2) le clivage et 
l’activation de la caspase-8, qui va cliver BID (BH3-interacting domain death agonist) et 
ainsi générer tBID, qui va activer la caspase-9, qui à son tour va activer les caspases-3, 6 
ou 7 ou alors 3) une activation directement de la caspase-9 qui va activer les caspases 3, 
6 ou 7. Ceci va amener { la fragmentation de l’ADN et { la condensation de la chromatine. 
La voie intrinsèque de l’apoptose peut être induite par une multitude de conditions de 
stress intracellulaire, comme un dommage de l’ADN, un stress du réticulum 
endoplasmique, un excès en Ca2+ cytosolique. Ceci va amener à une perméabilisation des 
mitochondries (Kroemer, Galluzzi et al. 2007). Suite à cette perméabilisation, on va avoir 
une libération de molécules pro-apoptotiques, normalement contenues dans l’espace 
inter-membranaire, telles que le Cytochrome c (Cyt c) (Kluck, Bossy-Wetzel et al. 1997), 
l’Apoptosis Inducing Factor (AIF) et second mitochondria-derived activator of 
caspase/direct IAP binding protein with a low pI (Smac/DIABLO). Le Cyt c va ensuite 
s’associer avec la procaspase 9 et APAF-1 (apoptosis protease activating factor 1)  pour 
former le complexe multi-protéique apoptosome (Cain, Bratton et al. 2002, Hill, Adrain 
et al. 2004). Ce complexe va cliver la procaspase 9 en caspase 9, qui va activer les 
caspases effectrices de l’apoptose. AIF est impliquée dans la voie indépendante des 
caspases : il est transloqué dans le noyau avec l’endonucléase G et vont provoquer la 
fragmentation de l’ADN et la condensation de la chromatine. La famille des protéines 
homologues à Bcl-2 joue un rôle majeur dans la régulation de l’apoptose. En effet, la sous 
famille Bcl-2 est anti-apoptotique et elle est capable de bloquer la sortie du Cyt c, et ainsi 
empêcher la formation du complexe multi-protéique apoptosome. En revanche, la sous-
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famille BAX, comprenant BAX et BAK, est pro-apoptotique. Les protéines pro-
apoptotiques présentent la région d’homologie BH3, qui va leur permettre de se lier aux 
protéines de survie après un signal de stress et ainsi empêcher ces dernières d’exercer 
leur action anti-apoptotique. Les protéines telles que BAX vont alors être transférées à la 
membrane externe de la mitochondrie, perturber son intégrité et permettre la libération 
du Cyt c menant { l’apoptose. Il existe un lien entre la voie extrinsèque de l’apoptose et 
la voie intrinsèque, mettant en jeu la protéine BID. En effet, la caspase 8, une fois activée, 
va cliver BID en tBID (truncated BID). tBID va ensuite induire la perméabilisation de la 
membrane mitochondriale externe (Fig. 8, (Garrido and Kroemer 2004, Kroemer, 
Galluzzi et al. 2007)).  
Les connaissances sur ces différentes voies de l’apoptose ont permis de mieux lutter 
contre la résistance des cancers aux chimiothérapies et de restaurer l’apoptose des 
cellules cancéreuses. 
      
 
Fig. 8 Voies de signalisation intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose. La voie intrinsèque de l’apoptose 
résulte de la perforation de la membrane mitochondriale, conduisant au relargage de protéines, telles que le 
cytochrome c. Ceci va induire la formation de l’apoptosome, activant les caspases menant { l’apoptose. La voie 
extrinsèque résulte de l’activation et de l’oligomérisation des récepteurs de mort, déclenchant la cascade d’activation 






La macroautophagie, plus communément appelée l’autophagie, est la séquestration du 
matériel cytoplasmique au sein des autophagosomes, et qui sera dégradé par la suite par 
les lysosomes. Les autophagosomes sont des vésicules à double membrane contenant 
des organelles cytosoliques dégénératifs ou du cytosol, bien distinctes des autres types 
de vésicules, telles que les endosomes, lysosomes ou encore des corps apoptotiques. La 
fusion des autophagosomes et des lysosomes forme un autolysosome, dans lequel sera 
dégradé le contenu des autophagosomes grâces aux hydrolases acides des lysosomes. 
Cette voie présente un avantage sur celle du protéasome : la possibilité de dégrader de 
très grosses protéines. L’autophagie est divisée en différentes phases contrôlées par les 
protéines de la famille « Atg ». Le tableau 2 récapitule les rôles des principales 





Tab. 2 Rôle des principales protéines  impliquées dans l’autophagie (Janku, McConkey et al. 2011) 
 
La phase initiale, appelée nucléation, est caractérisée par la formation des 
autophagosomes aux sites d’assemblage PAS (phagophore assembly site), composés de 
phagophores en formation et de protéines autophagiques. Cette phase est caractérisée 
par l’isolement d’une double membrane, appelée autophagophore (ou phagophore), qui 
va envelopper le cargo autophagique. Cette membrane peut être dérivée du réticulum 
endoplasmique, de la membrane mitonchondriale externe ou encore de la membrane 
plasmique. L’étape suivante, appelée élongation du phagophore, implique l’action de Atg 
3, Atg 5, Atg 7, qui vont convertir LC3-I (microtubule-associated protein light chain 3) en 
LC3-II, qui est la forme associée { l’autophagosome. Atg 10, Atg 12 et Atg 16L achèvent la 
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formation de l’autophagosome et permettent l’encapsulement complet du cargo 
cytosolique (fig 9). 
 
 
Fig. 9 Voie de signalisation de l’autophagie L’autophagie est sous le contrôle des protéines Atg, dont Atg9 et 
également VMP1, qui sont des facteurs essentiels pour l’autophagie. La forme lipidique de LC3 est attachée { la 
membrane de l’autophagosome, qui séquestre le cargo autophagique. Lors de la fusion entre l’autophagosome et le 
lysosome, donnant ainsi un autophagolysosome, le cargo autophagique est lysé et dégradé. (Janku, McConkey et al. 
2011) 
 
L’autophagie peut être stimulée en cas de stress, comme une carence en nutriments, 
l’absence en facteurs de croissance ou encore l’hypoxie. Dans les conditions 
physiologiques, l’autophagie permet le maintien de l’homéostasie en assurant 
l’élimination et le remplacement continuel des protéines et des organites non 
fonctionnels. Elle constitue une stratégie de survie en induisant une survie des cellules 
indépendamment des facteurs de croissance, et ce, jusqu’{ plusieurs semaines (fig. 10, 





Fig. 10 Mécanismes de suppression de tumeur via l’autophagie. a) Que ce soit dans des conditions 
physiologiques ou dans des conditions de stress, l’autophagie permet d’éviter l’accumulation de protéines 
oncogéniques, telles de p62, ainsi que de protéines et d’organelles endommagés. b) Dans les tissus déficients pour 
l’autophagie, il y a une accumulation de p62 et de protéines endommagées, ainsi qu’une activation des voies de 
signalisation oncogéniques. Ceci amène à la production de ROS (Reactive Oxygen Species), à des dommages 
chroniques des tissus, à une inflammation et à une instabilité génomique. Tout ceci va constituer un environnement 
favorable au développement tumoral (White 2012). 
 
Cependant, l’autophagie est une méthode de survie qui a ses limites, car un état 
d’autophagie prolongé de la cellule amène { la mort de celle-ci. Il a été montré dans 
diverses études qu’une inhibition de l’autophagie amenait { une inhibition partielle de la 




Fig. 11 Rôle pro-angiogénique de l’autophagie. a) L’autophagie est surexprimée dans certains cancers, 
induisant la formation de régions tumorales en hypoxie, permettant ainsi la survie des cellules tumorales. b) Les 
cellules tumorales déficientes pour l’autophagie accumulent des mitochondries défectueuses et induisent ainsi la mort 
cellulaire dans les régions en hypoxie, et l’atrophie de la tumeur (White 2012).  
 
Cependant, la mort par autophagie reste très controversée. C’est ainsi que Galluzzi et al., 
ont proposé de définir la mort cellulaire par autophagie toutes celles dont les 
caractéristiques de l’autophagie peuvent être bloquées par les inhibiteurs chimiques ou 
inhibitions génétiques (knockout de gènes ou utilisation de siRNA ciblant les gènes 
essentiels tels que ATG-5, ou encore Beclin-1). Les morts cellulaires présentant des 
marqueurs de l’autophagie, telle que la lipidation de LC3, mais ne pouvant pas être 
bloquées par l’inhibition de l’autophagie, ne devraient donc pas être qualifiées comme 
mort cellulaire par autophagie (Galluzzi, Vitale et al. 2012). 
Plusieurs études ont montré que l’autophagie pouvait être induite par un stress du 
réticulum endoplasmique (ER). La voie UPR (unfolded protein response) permet de 
détecter les protéines mal repliées dans la lumière du ER grâce à : PERK (protein kinase-
like endoplasmic reticulum kinase), IRE1 (inositol-requiring enzyme 1) et ATF6 
(activating factor transcription factor 6). L’activation de PERK permet la 
phosphorylation de la sous-unité α du facteur eIF2α, ce qui va inhiber l’assemblage du 
ribosome 80S et de ce fait, inhiber la synthèse protéique. L’activation de IRE1 et d’ATF6 
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permettent la transcription des gènes cibles de la voie UPR, comme par exemple 
l’activation de XBP1, qui va { son tour activer la transcription de protéines chaperonnes 
du ER (Ogata, Hino et al. 2006). 
L’autophagie joue donc un double rôle dans le cas des cellules cancéreuses : elle permet 
à la cellule cancéreuse de se maintenir en vie grâce à sa fonction de recyclage des 
organelles endommagées et des protéines mal repliées, mais dans des conditions de 
stress, elle permet { la cellule saine d’assurer une stabilité génétique. Lorsqu’une cellule 
est déficiente en autophagie, on peut trouver une accumulation de dommages de l’ADN, 
amenant à une instabilité génétique, provoquer une inflammation chronique pouvant 
amener à une formation de tumeur.  
 
Conclusion Partie II 
 
L’apoptose et l’autophagie se révèlent deux cibles prioritaires dans la recherche anti-
cancéreuse. A partir de ces données, notre laboratoire a ciblé ses recherches sur le rôle 
majeur de l’apoptose et de l’autophagie dans les cellules cancéreuses lors d’une 
chimiothérapie. Nous avons ainsi démontré que certaines chimiothérapies permettaient 

















3)  La Mort Cellulaire Immunogène 
 
Le succès total d’une chimiothérapie repose sur le fait qu’elle cible les cellules tumorales 
et permette l’éradication { long terme de celles-ci. Malheureusement, les effets 
cytotoxiques des chimiothérapies n’affectent pas seulement les cellules tumorales, mais 
également les cellules du système immunitaire. Elles sont donc communément 
accompagnées d’une immunosuppression. D’autre part, les chimiothérapies induisent 
majoritairement l’apoptose des cellules, connue pour être une mort cellulaire 
silencieuse, ou même dans certains cas, tolérogénique. Le rôle du système immunitaire 
dans les thérapies anticancéreuses a donc été trop longtemps négligé. Ceci pose un 
problème quant { la survie du patient, car quand bien même l’acte chirurgical se révèle 
être un succès, le patient n’aura pas la surveillance d’un système immunitaire lui 
permettant d’éviter d’éventuelles rechutes (Casares, Pequignot et al. 2005, Krysko, Garg 
et al. 2012). Ce ne fut que récemment qu’a émergé la notion de la mort cellulaire 
immunogène, suggérant un rôle important du système immunitaire dans le succès des 
chimiothérapies. En effet, certaines chimiothérapies, comme les anthracyclines ou 
l’oxaliplatine, ou encore les radiothérapies ont la capacité d’induire une mort cellulaire 
immunogène.  
Casares et al. ont démontré en 2005 que des cellules tumorales mourantes traitées au 
préalable in vitro par des anthracyclines, dans ce cas par la doxorubicine, pouvaient 
induire une réponse immunitaire spécifique une fois injectées dans des souris 
syngéniques puisqu’une seconde injection de cellules tumorales vivantes échoue à 
induire l’apparition de tumeur chez ces mêmes souris (Casares, Pequignot et al. 2005). 
Outre la doxorubicine, la mitoxantrone fait également partie des anthracyclines capables 
d’induire une mort cellulaire immunogène, ainsi que l’oxaliplatine, qui est un dérivé de 
sel de platine. Ces différents composés agissent en tant qu’agents intercalants de l’ADN 
et sont utilisés depuis des dizaines d’années en clinique. 
L’utilisation de souris immunocompétentes (C57Bl/6 ou Balb/c) versus 
immunodéficientes (nu/nu) a permis de mettre en évidence l’implication du système 
immunitaire dans la mise en place d’une réponse anti-tumorale, puisque contrairement 
52 
 
aux souris immunocompétentes, les souris nude échouent à reconnaître les antigènes 
tumoraux et on observe l’apparition de tumeurs chez ces souris lors de la seconde 
injection de cellules tumorales. Ces études ont également permis de montrer que la mise 
en place de la réponse immunitaire anti-tumorale était dépendante des lymphocytes T  
(Casares, Pequignot et al. 2005, Apetoh, Ghiringhelli et al. 2007). D’autre part, un 
traitement concomitant des cellules tumorales par les anthracyclines et par le Z-VAD-
fmk, qui est un inhibiteur à large spectre des caspases, abolit la mort cellulaire 
immunogène. Ceci indique donc que l’induction de cette mort immunogène est caspases-
dépendante.  
C’est sur ces bases de connaissances que notre laboratoire a caractérisé les évènements 
essentiels à une mort cellulaire immunogène induite par certaines anthracyclines et par 
l’oxaliplatine. Cette immunogénicité des cellules tumorales mourantes pré-traités 
requière 3 points essentiels, à savoir une exposition à la surface cellulaire de la 
calréticuline, qui est une protéine qui se trouve normalement dans le réticulum 
endoplasmique, une libération d’HMGB1 (HighMobility Group Box 1), protéine nucléaire, 
qui va aller se fixer sur son récepteur TLR4, et enfin, une libération d’ATP qui va se fixer 







Fig. 12 Propriétés d’une mort cellulaire immunogène. Après traitement par une chimiothérapie 
immunogène, les cellules cancéreuses mourantes vont exposer à leur surface cellulaire la calréticuline, libérer l’ATP et 
HMGB1 dans le milieu extracellulaire. Ces signaux vont faciliter le recrutement des cellules dendritiques au niveau de 
la tumeur, la phagocytose des cellules mourantes par les cellules dendritiques et la présentation optimale des 
antigènes tumoraux aux cellules T. Ceci va engendrer une activation des lymphocytes T CD8+ IL-1β et IL-17 
dépendante. (Kroemer, Galluzzi et al. 2013) 
 
3.1)  Calréticuline et ERp57 : signal de danger. 
 
C’est en 1994 que la théorie du danger fut proposée par Polly Matzinger : selon cette 
théorie, il existerait des récepteurs sur les cellules du système immunitaire capables de 
discerner une situation dangereuse (ou pathogène) d’une situation non-dangereuse 
(non pathogène). Ainsi, les récepteurs décrits par Janeway, qui sont les Pattern 
Recognition Receptor, pourraient donc en faire partis. Aujourd’hui, grâce aux avancées 
faites dans la recherche, il est devenu évident que les cellules mourantes ou souffrantes 
vont soit libérer des signaux, soit exposer des signaux à leur surface membranaire dans 
l’optique d’activer le système immunitaire. Ces signaux sont appelés DAMPs (Damage-
Associated Molecular Pattern). L’exposition de la calréticuline { la surface membranaire 
fait partie de ces DAMPs. 
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La calréticuline (CRT) a été identifiée en 1974. Cette une protéine soluble de 46kDa qui 
se trouve dans la lumière du réticulum endoplasmique(ER). Elle possède un domaine N 
terminal lectine-like, et un domaine C terminal liant le Ca2+. En temps normal, la CRT 
joue un rôle de protéine chaperonne et régule également l’homéostasie du Ca2+. Il 
intervient également dans le bon assemblage des molécules de classe I du CMH (Krysko, 
Garg et al. 2012). 
Quand les cellules tumorales sont traitées avec une chimiothérapie immunogène, la 
calréticuline va être exposée à la surface cellulaire. La translocation de la CRT après 
chimiothérapie est un processus actif qui se déroule bien avant l’exposition des 
phosphatidylsérines à la surface cellulaire. La CRT va interagir de par son domaine 
central, avec une autre protéine qui se trouve dans la lumière du réticulum 
endoplasmique, l’ERp57. Cette dernière est indispensable pour l’exposition de la CRT { 
la surface membranaire, et ce n’est qu’une fois le complexe CRT/ERp57 formé qu’il 
pourra être transloqué et exposé à la surface cellulaire (fig. 13, (Panaretakis, Joza et al. 







Fig. 13 Les modules impliqués dans l’exposition de la calréticuline (CRT). Trois modules distincts sont 
impliqués dans l’exposition de la CRT : le module du stress du réticulum endoplasmique (RE), mettant en jeu, entre 
autre, la phosphorylation d’eIF2α due { l’activation de PERK. Le module apoptotique qui comprend l’activation de la 
caspase 8, qui va cliver à son tour Bap31, et activer les protéines de la famille Bcl-2, Bax et Bak. Et enfin, le module de 
translocation, où la CRT va finalement être exposée à la surface cellulaire avec ERp57. (Zitvogel, Kepp et al. 2010) 
 
Dans l’expérience menée par Panaretakis et al, il a été démontré que cette voie de 
translocation se faisait par la kinase PERK (ou EIF2AK3) qui va aller phosphoryler eIF2α 
(eukaryotic translation initiation factor) au niveau de la sérine en position 51. PERK et 
eIF2α sont tous deux acteurs lors d’un stress du réticulum endoplasmique. Un mutant 
non phosphorylable de eIF2α (S51A) ainsi qu’une déplétion de PERK par un siRNA 
spécifique abolissent l’exposition { la surface de CRT/ERp57 dans les cellules traitées 
par les anthracyclines, mais pas l’apoptose de la cellule. Les inhibitions d’autres facteurs 
menant au stress du réticulum endoplasmique (notamment ATF6 et IRE1) n’ont pas 
d’impact sur l’exposition membranaire de CRT/ERp57.  
Ils ont ainsi montré que PERK et eIF2α étaient les facteurs clefs du stress du réticulum 
endoplasmique, indispensables à la translocation à la surface membranaire de 
CRT/ERp57. En aval de ce stress du réticulum endoplasmique, on va avoir l’activation de 
la caspase 8, qui va aller { son tour cliver Bap31, ce qui va aboutir { l’activation de 
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Bax/Bak. Ce n’est qu’ensuite qu’on va avoir l’exocytose de CRT/ERp57 grâce à des 
vésicules, et de façon SNARE dépendante. L’exposition de CRT/ERp57 est suivie 
irrémédiablement de la mort de la cellule, suggérant que l’exposition de CRT/ERp57 { la 
surface cellulaire est la conséquence d’un certain nombre de dommages irréversibles de 
la cellule. Cependant, l’induction de l’apoptose n’est habituellement pas précédée par 
l’exposition { la surface cellulaire de CRT/ERp57, et seuls un certain nombre restreint 
d’inducteurs de mort cellulaire sont capables d’induire une mort cellulaire 
immunogénique (Panaretakis, Joza et al. 2008). 
Dans les travaux menés par Obeid et al, il a été montré que l’exposition de la CRT { la 
surface cellulaire des cellules tumorales mourantes agissait comme un signal « eat me », 
et permettait aux cellules d’être rapidement phagocytées par les cellules dendritiques. 
L’inhibition de l’exposition de la CRT { la membrane plasmique des cellules traitées par 
la mitoxantrone (MTX), aussi bien par l’utilisation d’un anticorps spécifique que par un 
knockdown avec un siRNA spécifique de la CRT, abolissent la phagocytose des cellules 
tumorales par les cellules dendritiques, et ainsi leur immunogénicité. L’addition d’une 
protéine CRT recombinante (rCRT) restaure l’immunogénicité aux cellules tumorales 
déficientes en CRT. L’exposition de la CRT { la surface des cellules et leur phagocytose se 
font très rapidement, seulement quelques heures après traitement par la mitoxantrone 
(MTX) ou par la doxorubicine (DX), et ce avant tout apparition de signe d’apoptose 
(Obeid, Tesniere et al. 2007).  
La MTX, l’oxaliplatine (OXA) ou la DX  sont des drogues capables d’induire l’exposition à 
la membrane plasmique de la CRT ainsi que de conférer l’immunogénicité des cellules, 
mais il a été montré que la cisplatine (CDDP), un composé apparenté { l’OXA mais qui 
n’induit pas de stress du ER car il n’active pas PERK et ne permet pas la phosphorylation 
de eIF2α, échoue { induire une exposition de la CRT { la surface membranaire et de ce 
fait, { induire l’immunogénicité aux cellules tumorales mourantes. L’utilisation de la 
CDDP en combinaison avec un inducteur de stress du ER, la thapsigargine, permet de 







3.2) Heat shock proteins 
 
Les protéines HSP (Heat shock proteins) ont été tout d’abord découvertes chez la 
drosophile en 1962 comme étant des protéines qui s’accumulent dans la cellule après un 
choc thermique et possédant des propriétés thermorésistantes. Dans les conditions 
physiologiques, les HSP sont exprimées à de faibles niveaux. Mais dans des conditions de 
stress (comme par exemple les radiations par les rayons utraviolets, un choc thermique, 
une infection virale, bactériologique ou parasitaire), la synthèse intracellulaire des HSP 
est augmentée. Tout comme la CRT, les HSP ont pour fonction primaire d’être des 
protéines chaperonnes qui s’assurent du bon repliement des protéines nouvellement 
synthétisées ou des protéines mal repliées. Les HSPs de mammifères ont été classées en 
5 familles selon leur poids moléculaire. Parmi ces différentes familles, HSP70 et HSP90 
sont celles qui ont été les plus largement étudiées dans le cancer. HSP70 est très 
faiblement exprimée dans les cellules normales, non stressées, mais elle est fortement 
exprimée de façon transitoire après différents stress tels que le stress oxydatif ou une 
chimiothérapie. Son expression est anormalement élevée dans les cellules cancéreuses, 
leur permettant ainsi de résister aux chimiothérapies. HSP90, est quant à elle, une 
protéine cytosolique très abondante, mais qui est accumulée dans les cellules tumorales. 
Des études cliniques ont montré qu’un niveau élevé de HSP70 ou de HSP90 était associé 
à un mauvais pronostique dans le cancer et à une résistance à la chimiothérapie ou à la 
radiothérapie (Didelot, Lanneau et al. 2007, Joly, Wettstein et al. 2010).  Les HSP 
peuvent interagir avec le système immunitaire : en effet, en plus de leur rôle de protéine 
chaperonne, les HSP sont capables d’induire une réponse immunitaire en se liant { des 
récepteurs spécifiques des cellules spécialisées du système immunitaire et à induire une 
sécrétion de molécules immunes. C’est ainsi que dans les années 2000 apparaît le nom 
de « chaperokine »,  qui permet de mieux caractériser la fonction de chaperonne et de 
cytokine des HSP. 
Avec leur propre mécanisme d’action qui leur est spécifique, les HSP participent 






3.3) HMGB1 et TLR 4 
 
High-mobility group box 1 (HMGB1) est une protéine nucléaire hautement conservée, 
associée à la chromatine, de type non-histone, qui agit comme protéine chaperonne du 
repliement de l’ADN et qui facilite l’assemblage de protéines transcriptionnelles sur les 
cibles spécifiques de l’ADN. En plus de son rôle nucléaire, HMGB1 joue également le rôle 
de signal de danger une fois libérée dans le milieu extra-cellulaire, dans les cas de 
métastases, d’inflammation, de différentiation cellulaire (fig. 14). HMGB1 peut être 
libéré dans le milieu extra-cellulaire de plusieurs manières : passivement dans le cas de 
cellules nécrotiques, ou alors activement dans le cas de cellules inflammatoires. Dans ce 
dernier cas, HMGB1 se lie avec haute affinité à ses récepteurs, tels que RAGE (Receptor 
for advanced glycation end-products), Toll-like receptor (TLR)-2, TLR-4 et TLR-9. Après 
s’être liés { leur ligands, les TLR vont activer 2 voies de signalisation distinctes : la voie 
mettant en jeu la protéine adaptatrice TRIF (Toll/Il-1R domain-containing daptor 
inducing IFNα), ou la voie mettant en jeu la protéine adaptatrice Myd88 (Myeloid 








Fig. 14 Les actions d’HMGB1 sur les cellules du système immunitaire. HMGB1 agit à de nombreux 
niveaux dans les interactions entre les cellules lymphoïdes et myéloïdes. Ses fonctions les mieux connues sont celles 
intervenant dans les interactions entre cellules NK et macrophages et entre les cellules NK et les DCs. Il est également 
supposé qu’il occupe un rôle majeur dans les fonctions des lymphocytes T et B.  Il constitue de ce fait une molécule 
importante dans la mise en place de la réponse immunitaire (Li, Liang et al. 2013). 
 
Il a été par ailleurs, montré que la sur-expression de HMGB1 était associée à tous les 
hallmarks principaux du cancer. 
En 2007, dans leur recherche des TLRs pouvant être impliqués dans une mort cellulaire 
immunogène, Apetoh et al. ont montré que l’expression du TLR4 { la surface des cellules 
dendritiques et la libération de HMGB1, perçue comme signal de danger, étaient tous 
deux  indispensables pour une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique et pour 
l’efficacité de la chimiothérapie et de la radiothérapie chez la souris. L’importance de 
TLR4 et d’HMGB1 ont été confirmés par la suite grâce { une étude d’une cohorte de 280 
patientes, atteintes par le cancer du sein non métastatique : il a été montré qu’un 
polymorphisme de TLR4 (Asp299Gly) réduisait de façon significative sa liaison avec 
HMGB1 et il en résulte une diminution de la capacité des DCs à présenter les antigènes 
aux lymphocytes T. Les patientes présentant cette mutation avaient une fréquence plus 
élevée de métastases dans les 5 ans après la chirurgie comparées aux patientes ne 
possédant pas la mutation. Ainsi, une mutation fonctionnelle de TLR4 empiétant sur 
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l’intégrité de la voie HMGB1/TLR4 empêche la réussite de la chimiothérapie basée sur 
l’utilisation des anthracyclines dans le cancer chez l’Homme (Apetoh, Ghiringhelli et al. 
2007). 
 
3.4)  ATP et récepteurs purinergiques. 
 
L’ATP (Adénosine-5’-triphosphate) a été identifié en 1970 comme étant un transmetteur 
responsable de la neurotransmission non adrénergique et non cholinergique dans les 
intestins et la vessie. C’est ainsi qu’en 1972, Burnstock propose le terme 
« purinergique », en rapport avec ses travaux portant sur l’implication de l’ATP dans la 
neurotransmission (Burnstock 1972). L’ATP est une molécule fondamentale qui fournit 
de l’énergie nécessaire aux réactions chimiques des cellules. Elle est composée de 
l’adénine, de ribose et de 3 groupements phosphates. L’ATP est produite lors de 
plusieurs mécanismes, comme la glycolyse aérobie. Une molécule de glucose permet de 
générer 38 molécules d’ATP (Kroemer and Pouyssegur 2008). 
En 1978, il a été identifié deux familles de purinocepteurs: la famille P1, récepteur pour 
l’adénosine, et la famille P2, récepteur pour l’ATP et l’ADP. En 1985, il a été montré, en 
se basant sur des données pharmacologiques, qu’il existait deux types de 
purinocepteurs P2 : P2X et P2Y (Burnstock and Kennedy 1985). Cependant, ce n’est 
qu’en 1990 que l’hypothèse des récepteurs purinergiques a vraiment été acceptée, avec 
le clonage et la caractérisation des récepteurs P1 et P2. De plus, cela a pu montrer que la 
famille des P2X était un récepteur de type canal ionique activé par un ligand, alors que la 
famille des P2Y, était un récepteur couplé à la protéine G (Abbracchio and Burnstock 
1994). 
Il a été montré actuellement 4 sous-familles du récepteur P1, 7 sous-familles du 
récepteur P2X et 8 sous-familles du récepteur P2Y, répartis sur une grande majorité des 
cellules du corps humain comme le montre le tableau 3. (Burnstock 2007). 
Au sein de la famille des récepteurs P2X, il existe une grande diversité pharmacologique 
et de mode d’action entre les différentes sous-unités. Les cinétiques d’activation, 
d’inactivation et de désactivation sont également très variables (Burnstock 2012).  
Les récepteurs P2Y sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires. Ils 
possèdent un domaine N-terminal extracellulaire et un domaine C-terminal 
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intracellulaire, contenant des sites de liaisons pour les protéines kinases. Sous certaines 
conditions, P2Y peut soit former des structures homomultimériques, soit des structures 
hétéromultimériques, et certains tissus peuvent exprimer différents types de sous-
unités P2Y (Burnstock 2012). 
Parmi les récepteurs purinergiques, le récepteur humain P2X7 est un récepteur qui est 
exprimé dans quasiment tous les tissus et organes du corps, avec une expression plus 
élevée sur les cellules du système immunitaire de type monocyte-macrophage (Wiley, 
Sluyter et al. 2011). Cloné pour la première fois en 1996, il possède deux domaines 
transmembranaires, avec un domaine N-terminal et C-terminal intracellulaires. Ce 
récepteur homotrimérique est activé par l’ATP extracellulaire. Cette activation est 
associée à un efflux massif de K+, qui est un cofacteur pour l’assemblage de 
l’inflammasome NLRP3 et pour la sécrétion par les cellules myéloïdes d’interleukines 










3.4.1)  ATP et mort cellulaire immunogène. 
 
Les signaux purinergiques jouent un rôle essentiel au sein du système immunitaire en 
amplifiant les réponses immunitaires et les interactions hôte-pathogène (Davis, 
Sullender et al. 2004). L’ATP libérée par les cellules endommagées ou par les cellules du 
système immunitaire, peut moduler des réponses immunes telles que la sécrétion 
d’interleukines (Junger 2011), servir de signal de chimiotaxie (Chen, Corriden et al. 2006, 
Junger 2011), et permet d’activer les cellules T (Schenk, Westendorf et al. 2008, Woehrle, 
Yip et al. 2010). 
 
Martins et al. ont montré qu’après traitement des cellules tumorales par certaines 
chimiothérapies, une quantité importante d’ATP était retrouvée dans le surnageant des 
cultures cellulaires, et ce avant même que les premiers signes d’apoptose n’apparaissent 
(Martins, Tesniere et al. 2009).   
L’activation du récepteur P2X7 est essentielle dans la réponse immunitaire, aussi bien 
innée qu’adaptative. En effet, celle-ci va permettre l’assemblage de l’inflammasome 
NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing-3 protein), qui comprend la 
protéine adaptatrice ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a carboxy-
terminal CARD) et la procaspase-1. Une fois activée, NLRP3 va initier une cascade 
d’évènements : la procaspase-1 est clivée en caspase-1, qui va permettre à son tour de 




Fig. 15 Schéma d’activation de l’inflammasome NLRP3.  L’activation de NLRP3 mène { la sécrétion de 
l’interleukine (IL)-1β et d’IL-18. De nombreux PAMP (Pathogen-associated molecular patterns) et/ou DAMP (Danger-
associated patterns) activent  l’inflammasome NLRP3. Le signal 1 amène { l’expression du gène pro-IL-1β et de la 
protéine pro-IL-1β via la voie de signalisation TLR-MyD88-NFκβ. Le signal 2 est critique pour l’activation de 
l’inflammasome. Ces signaux ou agonistes déclenchent l’assemblage du complexe macromoléculaire NLRP3 via le 
recrutement de ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containing a C-terminal caspase-recruitement domain) 
et de la pro-caspase-1 (Yang, Shin et al. 2012).  
 
 
De nombreux produits bactériens et des signaux de dangers sont connus pour activer 
l’inflammasome NLRP3. Dans un article publié dans Nature Med, Ghirighelli et al, ont 
montré que l’activation de l’inflammasome au sein des DCs était nécessaire pour une 
réponse immunitaire contre les cellules cancéreuses mourantes. En effet, ils ont montré 
que la libération d’ATP lors d’une chimiothérapie était indispensable pour induire une 
mort cellulaire immunogène, au même titre que l’exposition de la CRT { la surface 
cellulaire et la libération d’HMGB1. Après chimiothérapie par les anthracyclines ou par 
l’oxaliplatine, l’activation de l’inflammasome NLRP3 va aboutir { la production d’IL1β, ce 
qui va amener à une polarisation de la population des lymphocytes T en CD8+, et au final, 
{ une production d’IFN-γ (Ghiringhelli, Apetoh et al. 2009). Une étude clinique étudiant 
le polymorphisme de P2X7 a montré qu’une perte d’affinité du récepteur pour l’ATP 
était un mauvais pronostique dans l’apparition de métastases chez les patientes traitées  
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pour le cancer du sein. Ceci montre donc l’importance de la voie ATP-P2X7 dans les 
chimiothérapies immunogènes. 
L’exocytose a été l’un des premiers mécanismes de libération d’ATP décrite. Mais 
récemment, un certain nombre de canaux font l’objet d’étude dans la libération d’ATP, 
dont l’hémicanal pannexine 1 (Riteau, Gasse et al. 2010). 
3.5) Pannexine 1 
 
La famille des pannexines (Panx) comprend 3 membres, Panx-1, Panx-2 et Panx-3 
(Baranova, Ivanov et al. 2004). Panx-1 est exprimée de façon ubiquitaire (Scemes, Spray 
et al. 2009), Panx-2 se trouve principalement au niveau du système nerveux central, et 
Panx-3 est localisée au niveau des ostéoblastes, des fibroblastes synoviaux et des 
chondrocytes (Barbe, Monyer et al. 2006, Velasquez and Eugenin 2014). 
A l’origine, il a été émis comme hypothèse que les pannexines (PANX) pouvaient former 
des canaux type « gap jonctions » entre les cellules adjacentes. Cependant, des travaux 
récemment publiés ont montré que PANX étaient incapables de former des canaux 
intercellulaires (fig. 16, (Boassa, Ambrosi et al. 2007)). 
 
 
Fig. 16 Schéma représentatif des canaux connexines et pannexines. Contrairement aux connexines, les 




 La structure des pannexines est similaire { celle des connexines, bien qu’elles ne 
partagent aucune séquence homologue. La structure des pannexines consiste en des 
domaines N-terminal et C-terminal cytosoliques et quatre domaines transmembranaires, 
dont deux boucles extracellulaires (Penuela, Bhalla et al. 2007). Etant ubiquitairement 
exprimée, PANX1 a été la plus étudiée. Une fois activée par une dépolarisation de la 
membrane (par un changement dans la concentration du Ca2+ intracellulaire par 
exemple), PANX1 forme un hémicanal non sélectif au niveau de la membrane plasmique, 
permettant le passage de petites molécules inférieures à 1kDa. Il a été démontré pour la 
première fois en 2004 que PANX1 permettait la libération d’ATP dans le milieu 
extracellulaire, ce dernier allant par la suite se fixer sur les récepteurs purinergiques et 
activer les différentes voies de signalisation (Bao, Locovei et al. 2004, Velasquez and 
Eugenin 2014). De plus, des marqueurs de petite taille, tels que le YO-PRO ou le TO-PRO, 
peuvent passer dans le milieu intracellulaire, marquant ainsi les cellules en apoptose 
précoce. En effet, le YO-PRO et le TO-PRO sont des marqueurs très sensibles des acides 
nucléiques double-brin. Ainsi, lorsque les cellules entrent en apoptose et présentent une 
perméabilisation précoce de la membrane, le YO-PRO et le TO-PRO peuvent entrer dans 
la cellule, permettant de discriminer les cellules en apoptose des cellules mortes grâce à 
un co-marquage avec un marqueur de la mort cellulaire de plus haut poids moléculaire 
tels que l’iodure de propidium (qui est un agent intercalant des acides nucléiques 
émettant une lumière rouge et utilisé comme marqueur des noyaux des cellules ayant 
perdu l’intégrité de leur membrane plasmique, caractéristique des cellules nécrosées) 
ou le DAPI (de même que pour l’iodure de propidium, le DAPI permet de caractériser les 
cellules nécrosées par sa capacité à se lier aux bases adénine et thymine de l’ADN et à 
émettre une fluorescence bleue). 
Lors d’une mort cellulaire par apoptose, les cellules relarguent de l’ATP dans le milieu 
extracellulaire, suggérant ainsi une activation de pores membranaires, telles que les 
connexines ou les pannexines. Chekeni et al., ont montré en 2010 que ce sont les 
hémicanaux pannexines et non connexines qui étaient impliqués dans la libération 
d’ATP. En effet, l’utilisation d’inhibiteurs de connexine, tels que l’acide 18-alpha-
glycyrrhetinique ou l’acide flufenamique, n’a aucun effet sur cette libération d’ATP par 
les cellules apoptotiques. Cependant, l’utilisation de probénicide, un inhibiteur 
spécifique des canaux pannexines, inhibe la libération d’ATP, ce qui a pour conséquence 
une diminution des recrutements de monocytes. Ils ont également montré que PANX1 
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étaient sélectivement activés dans les cellules en apoptose, permettant ainsi le relargage 
de l’ATP qui va servir ensuite de signal « find-me » et permettre le recrutement de 
monocytes et macrophages (Chekeni, Elliott et al. 2010) .  
L’activation de PANX1 est un mécanisme hautement dynamique. En effet, elle nécessite 
un clivage de son domaine C-terminal : ce dernier agit comme un auto-inhibiteur de la 
pannexine. De la forme tronquée de la PANX1 en son domaine C-terminal 
(hPANX1Δ371) résulte d’un cannal pannexine constitutivement actif, sans qu’il y ait 
besoin de signal d’apoptose. L’ajout du domaine C-terminal seul suffit pour inactiver la 
forme constitutivement active (Sandilos, Chiu et al. 2012). Des facteurs 
environnementaux peuvent activer PANX1. Ces mécanismes sont particulièrement utiles 
pour les érythrocytes, qui sont dépourvus de la machinerie nécessaire pour l’exocytose 
vésiculaire. En effet, dans des conditions d’hypoxie, les érythrocytes vont pouvoir libérer 
l’ATP via  PANX1 (Sridharan, Adderley et al. 2010). D’autre part, il a été montré un lien 
existant entre l’ATP libérée par PANX1 et l’activation des récepteurs P2X7 ainsi que des 
voies de signalisation se trouvant en aval, menant { la production d’IL-1β (Pelegrin and 
Surprenant 2006). L’activation du récepteur P2X7 va constituer à son tour un signal 
activateur pour PANX1, formant ainsi une boucle rétrograde positive. Il a été démontré 
que d’autres membres de la famille P2X pouvaient également avoir cet effet activateur 
sur PANX1 (Woehrle, Yip et al. 2010). Il a également été montré que le couple P2X-
PANX1 intervenait dans de nombreux processus du système immunitaire, tels que 
l’activation des cellules T, la régulation des neutrophiles et la chimiotaxie pour les 
macrophages (Chen, Corriden et al. 2006, Schenk, Westendorf et al. 2008). Cependant, le 
mécanisme moléculaire exact par lequel PANX1 est activé en aval des récepteurs P2X 
n’est pas encore connu. Bien que PANX1 puisse être activé de façon indirecte par l’ATP 
extracellulaire via les récepteurs P2X, une concentration trop élevée en ATP 
extracellulaire peut inhiber de façon directe les hémicanaux PANX1, formant ainsi une 





Fig. 17 Mécanismes d’activation et d’inhibition de pannexine 1 Les principaux mécanismes d’activation de 
l’hémicannal PANX1 se font via un étirement de la membrane plasmique, la dépolarisation membranaire, la 
concentration en potassium extracellulaire, un faible taux en oxygène, activation de récepteur couplé à la protéine G, 
le clivage de caspases et activation de récepteurs ionotropiques tels que P2X.  Cependant, une concentration trop 
élevée en ATP extracellulaire inhibe de façon directe PANX1(Sandilos and Bayliss 2012). 
Conclusion Partie III 
 
La mise en évidence de la mort cellulaire immunogène est une avancée considérable 
dans l’amélioration des traitements proposés actuellement aux patients atteints de 
cancer, qui présentent une forte cytotoxicité, avec des taux de rechute parfois 
importants. Une chimiothérapie pouvant induire la maturation de lymphocytes T 
mémoires spécifiques des antigènes de la tumeur pourrait de ce fait protéger les 
patients à long terme. Néanmoins, ce genre de thérapie ne conviendrait pas à tout le 
monde, du fait de la grande diversité génomique. Son succès repose sur une réponse 
immunitaire intacte, la bonne réponse du patient face au traitement et l’absence de 
défaut de la tumeur. Cependant, certains défauts peuvent être corrigés  









Fig. 18 Les éléments requis pour un succès de la chimiothérapie. Le traitement proposé doit pouvoir 
induire la formation de lymphocytes T mémoires chez les patients sélectionnés, présentant une voie de 
signalisation intacte permettant la mise en place de la mort cellulaire immunogène. Le dosage des 
traitements choisis, leur ordre d’administration et les interactions pouvant survenir avec d’autres 
médicaments doivent être soigneusement étudiés (Galluzzi, Senovilla et al. 2012). 
 
Notre laboratoire a ainsi pu mettre en évidence que pour être immunogénique, une 
chimiothérapie devait nécessairement déclencher trois évènements bien précis, et que 
l’absence d’un de ces phénomènes empêchait l’induction de la mort immunogénique de 
la cellule tumorale. Cependant, les mécanismes permettant la survenue de ces trois 






Objectif de l’étude et données préliminaires. 
 
Autophagie et libération d’ATP. 
 
Le but de nos recherches est de mieux comprendre les mécanismes pour mieux lutter 
contre le cancer. L’utilisation d’une chimiothérapie immunogène pourrait aboutir { la 
mise en place d’un vaccin en utilisant les cellules tumorales mourantes du patient, 
traitées au préalable par les anthracyclines, et qui stimuleraient le système immunitaire 
pour combattre, si nécessaire, les cellules tumorales résiduelles chez le patient. Parmi 
les trois grandes caractéristiques de la mort cellulaire immunogène, les mécanismes 
menant { la libération d’ATP restent évasives. L’importance de la libération d’ATP lors 
d’une chimiothérapie immunogène a été démontrée dans les travaux de Michaud et al. 
Ils ont émis l’hypothèse qu’un lien pouvait exister entre l’autophagie et la libération 
d’ATP étant donné que l’autophagie est impliquée dans le stress du RE. Pour cela, ils ont 
utilisé des cellules cancéreuses colorectales de souris, les CT26, et des MCA 205, 
sarcome de souris, déficientes pour l’autophagie (Atg5KD ou Atg7KD) ou non (WT). Il a été 
montré que les cellules déficientes pour l’autophagie libéraient une quantité moindre 
d’ATP après traitement par mitoxantrone (MTX) que les cellules compétentes pour 
l’autophagie. Les expériences in vivo de vaccination ont montré que les cellules WT 
traitées au préalable par les anthracyclines proféraient une protection aux souris lors de 
la ré-injection de cellules tumorales mourantes, mais pas les cellules déficientes en 
autophagie. De plus, les cellules déficientes pour l’autophagie échouent à apprêter les LT 
in vivo. Cette protection immunitaire est retrouvée lorsque l’ARL67156, un ecto-ATPase, 
est injecté aux souris ayant eu la vaccination avec les cellules déficientes pour 
l’autophagie. De manière surprenante, bien que l’autophagie soit indispensable pour une 
libération optimale d’ATP, elle n’est pas requise pour la réalisation des autres signaux de 
la mort immunogénique. Ils ont également démontré dans cet article que l’autophagie 
n’était pas requise pour l’apoptose des cellules tumorales, mais qu’elle était nécessaire 
pour le recrutement des DCs et des LT CD4+ ou CD8+ au site tumoral. Ainsi, un déficit en 
autophagie abolirait la capacité des cellules cancéreuses à induire une réponse 
immunitaire. Chez l’Homme, l’autophagie est souvent déficiente dans les cellules 
malignes, spécialement durant l’oncogénèse précoce. Ces résultats présentent donc un 
intérêt conséquent s’ils pouvaient être transposés chez l’humain : une déficience en 
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autophagie serait comblée pharmacologiquement, ce qui permettrait { l’ATP de 
fonctionner normalement et de ce fait, induire la réponse immunogénique (Michaud, 
Martins et al. 2011). 
Cependant, les mécanismes de libération de l’ATP sont encore inconnus. Le but de la 
première partie de mes travaux sera donc de mieux caractériser une des trois voies 




En conditions physiologiques, la calréticuline (CRT) est la protéine soluble la plus 
abondante dans le RE. Lors d’une mort cellulaire immunogénique, la CRT est exposée { 
la surface cellulaire et agit comme un signal « eat-me ».  En aval du module de stress du 
RE, les anthracyclines et l’oxaliplatine activent de nombreux régulateurs de mort 
cellulaire, incluant la caspase-8 qui est la caspase la plus importante dans l’initiation de 
l’apoptose extrinsèque, ainsi que BAX et BAK (Kroemer, Galluzzi et al. 2007); (Tait and 
Green 2010) (Wei et al., 2001). L’inhibition de la caspase-8, de BAX ou BAK, inhibe 
l’exposition de la CRT { la surface cellulaire, et de ce fait, inhibe la mort cellulaire 
immunogène induite par les anthracyclines ou par l’oxliplatine. Il a également été 
démontré que PI3K (phosphoinositide-3-kinase), le NSF (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor), les protéines d’attachements (SNAP) ainsi que leur récepteurs (SNARE) 
sont nécessaires pour la translocation finale du module de stress à la surface 
membranaire. L’exposition de la CRT induite par les anthracyclines nécessite la 
formation de ROS (reactive oxygen species) et de l’oxyde nitrique. Le knockdown de la 
CRT (ou de toutes protéines nécessaires pour l’exposition de la CRT à la surface) abolit 
l’immunogénicité de la mort cellulaire après traitement par les inducteurs de la mort 
cellulaire immunogène. 
La littérature actuelle suggère des mécanismes d’exposition de la CRT { la membrane 
plasmique de haute complexité, et qui requièrent d’avantage de recherches. En effet, il 
est admis que le stress du RE est requis pour l’exposition de la CRT à la surface cellulaire, 
mais les mécanismes moléculaires exacts qui relient ces deux phénomènes ne sont pas 
clairs.  
C’est donc dans l’optique de mieux comprendre les mécanismes d’exposition de la CRT 
que se porte la deuxième partie de mes travaux. 
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Matériels et Méthodes 
 
Produits chimiques, lignées cellulaires et conditions de culture 
 
Les milieux, les antibiotiques et les suppléments pour la culture cellulaire ont été 
commandés chez Gibco-Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). Le matériel plastique 
provient de Corning B.V. Life Sciences (Schiphol-Rijk, Pays-Bas) et les produits 
chimiques sont fournis par Sigma-Alrdich (St. Louis, MO, USA). H-1152 a été commandé 
chez Alexis Biochemicals (San Diego, CA, USA), le benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)-
fluoromethylketone (Z-VAD-fmk) vient de Bachem (Bubendorf, Suisse), le sulfate G418 
De Calbiochem (San Diego, CA, USA) et la puromycine et la zéocine ont été commandées 
chez Invivogen (San Diego, CA, USA). Le rCXCL8, rCCL2 et rCxcl2 proviennent de R&D 
Systems (Minneapolis, MN, USA). Les cellules de carcinome de colôn de souris CT26 
(CMH de classe I, haplotype H-2d, syngénique pour les souris BALB/c) et les cellules de 
fibrosarcome murines MCA205 (CMH de classe I, haplotype H-2b, syngénique pour les 
souris C57Bl/6) et toutes les lignées cellules issues de ces lignées murines ont été 
cultivées dans le milieu RPMI 1640 auquel nous avons ajouté 10% de sérum de veau 
fœtal décomplémenté (SVF), 10mM de buffer HEPES, 10U/ml de sodium de pénicilline, 
et 10μg/ml de streptomycine sulfate. Les cellules MCA205 contrôles (SCR), Atg5KD et 
Atg7KD sont maintenues sous sélection par à 5 µg/ml de puromycine ajoutée au milieu 
de culture. Les cellules dérivées du cancer du col de l’utérus HeLa et les cellules 
d’ostéosarcomes humains U2OS ainsi que les lignées qui en sont dérivées sont cultivées 
dans le milieu Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) complétés par 10% de SVF, 10 U/ml 
de pénicilline G sodium et 100 μg/ml de streptomysine sulfate. Les cellules U2OS 
transfectées stablement exprimant LC3-GFP ou HMGB1-GFP sont maintenues sous 
sélection par { l’ajout de 200 µg/ml de l’antibiotique G418. Les U2OS exprimant 
stablement la fusion CRT-GFP sont cultivées en présence de 100 µg/ml de zéocine. Pour 
obtenir les cellules exprimant stablement LC3-GFP, LC3-RFP, H2B-RFP ou encore LAMP-
RFP, les constructions correspondantes (Addgene, Cambridge, Ma, USA) ont été 
transfectées dans les cellules U2OS en utilisant l’agent de transfection Lipofectamine 
2000 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), en suivant les recommandations du 
fabricant. Les cellules transfectées sont ensuite maintenues sous pression de sélection 
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avec l’ajout de 500 µg/ml de G418, et les cellules exprimant la GFP ou la RFP ont ensuite 
été clonées par cytofluorométrie et amplifiées. Les cellules de carcinome du colon 
humain HCT 116 sont cultivées dans du milieu McCoy’s 5A complété avec les produits 
cités précédemment. Les fibroblastes embryonnaires de souris sont cultivées dans du 
DMEM avec 10% de SVF, d’acides aminés non essentiels, 100 unités/ml de pénicilline G 
sodium et 100 μg/ml de streptomysine sulfate. Les cellules HeLa exprimant de façon 
stable la chimère GFP-LC3 sont maintenues en culture avec la présence de 200 μg/ml de 
G418 alors que les cellules U2OS co-exprimant stablement la protéine histone 2B avec 
une fluorescence rouge (H2B-RFP) et la chimère CRT-GFP sont cultivées en présence 
continue de 200 μg/ml de zéocine et 1 μg/ml de blasticidine. 
 
Lignées de levure 
 
Les lignées haploïdes sauvages (WT) de Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa, 
his3Δ1 ; leu2Δ0 ; met15Δ0 ; ura3Δ0) et BY4742 (MATα ; his3Δ1 ; leu2Δ0 ; lys2Δ0 ; ura3Δ0) 
ainsi que les mutants de BY4741 : Δcne1 et Δura1, utilisées dans l’étude ont été fournies 
par EUROSCARF (Frankfurt, Allemagne). La lignée Δmfa1/mfa2 a été générée en délétant 
mfa2 de la lignée BY4741 Δmfa1, puis en taguant cne1 avec la GFP en suivant les 
procédures de Sheff et Thorn, décrites dans « Optimized cassettes for fluorescent 
protein tagging in Saccharomyces cerevisiae, 2004 » en utilisant des cassettes optimisées 
de la GFP commandées chez EUROSCARF (pKT209 pour la GFP tagguée) 
Les lignées BY4741 Δgcn2, Δyet3 et Δire1 utilisées pour les études de translocation de 
Cne1-GFP ont été décrites précédemment. 
 
Culture des levures 
 
Pour évaluer l’efficacité de reproduction, les lignées de levure sont cultivées à 28°C dans 
un milieu YEPD (Yeast extract peptone dextrose) contenant 1% d’extrait de levure, 2% 
de peptone, et 2% de D-glucose. Pour les études de translocation de Cne1-GFP, qui est 
une protéine de fusion entre l’orthologue de la calréticuline chez la levure et la protéine 
GFP (nous permettant ainsi de visualiser plus facilement la translocation de Cne1 à la 
surface membranaire), les lignées de levure sont cultivées à 28°C dans un milieu 
synthétique complet (SC) contenant 0,17% de base nitrogène de levure (BD Biosciences, 
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Franklin Lakes, NJ, USA), 0,5% de (NH4)2SO4, 30 mg/l d’acides aminés sauf l’histidine qui 
est { 80mg/l et la leucine qui est { 200mg/l, l’adénine est { 30mg/l, l’uracile est { 




Evaluation microscopique de la relocalisation de Cne1-GFP 
 
Les cultures de levure ayant une croissance exponentielle sont séparées en aliquots et 
traitées avec 10 μM de MTX ou 100 μM du phéromone de conjugaison « facteur α » 
pendant 4h (le phéromone de conjugaison « facteur α » est produit par les cellules α, 
leur permettant d’interagir avec les cellules de type a et d’arrêter le cycle cellulaire pour 
permettre la conjugaison des levures. Nous l’avons donc utilisé pour permettre la 
reproduction des levures). La localisation intracellulaire de Cne1-GFP a été ensuite 
analysée via le microscope à fluorescence Axioskop (Zeiss, Wetzlar, Allemagne) équipé 
d’un filtre spécifique pour eGFP. 
 
Efficacité de reproduction  
 
Pour déterminer l’efficacité de reproduction, 1 X 107 de cellules BY4742 (MATα) ont été 
mixées avec 2 X 106 de cellules BY4741 WT, BY4741 Δcne1 (MATa) ou BY4741 Δura 
(MATa) dans 20ml de milieu YEPD. Les cultures sont agitées pendant 3h et les aliquotes 
sont étalés sur des plaques d’agar contenant différents milieux. Puis, le nombre 
d’haploïdes BY4741 vivants et de cellules diploïdes sont plaquées au nombre de 500 { 
partir des co-cultures des plaques d’agar SC contenant les acides aminés excepté la 
lysine et la méthionine. Après 2 jours d’incubation { 28°C, les unités formant des 
colonies (CFUs) sont numérées et l’efficacité de reproduction est déterminée par un 








siRNA et transfections 
 
Les siRNA spécifiques pour l’Atg5 murin (5’–CAUCAACCGGAAACUCAUdTdT-3’), Atg7 
murin (5’-AGUUUCCAGUCCGUUGAAdTdT-3’), l’ATG5 humain (5’-
CCUUUGGCCUAAGAAGAAAdTdT-3’), l’ATG7 humain (5’-
CGACUUGUUCCUUACGGAAdTdT-3’), BCN1 humain (5’-CAGUGGAUCUAAAUCUCAAdTdT-
3’), LAMP 1 humain, (siLAMP1a 5’-CGAGAAAUGCAACACGUUAdTdT-3’ ; siLAMP1b, 5’-
GGAAUCCAGUUGAAUACAAdTdT-3’), ROCK1 humain (siROCK1a 5’-
GCCGCCGGGACCCAACUAUdTdT-3’ ; siROCK1b 5’-CAGCCAUCACUAUCAAGAUdTdT-3’ ; 
siROCK1c 5’-GACUAUACAAAACUAUUUUdTdT-3’), VAMP1 humain (5’-
GGACAUCAUGCGUGUGAAUdTdT-3’), BAX humain (5’-GGGUUUCAUCCAGGAUCGAdTdT-
3’), BCAP31 humain (5’-GCGCGAAAUUCGGAAGUAUdTdT-3’), CASP8 humain (5’-
CAUCUCAGUUCACUGGUUUdTdT-3’), CRT humain (5’-CCGCUGGGUCGAAUCCAAAdTdT-
3’), CCL2 humain (5’-GCAGAAGUGGGUUCAGGAUdTdT-3’), CCL5 humain (5’-
GGUUCGGGAGUACAUCAACdTdT-3’), CCR2 humain (5’-
GUAAUGAUGUCGUUUGAAUdTdT-3’),  CCR5 (5’-GUCAGUAUCAAUUCUGGAAdTdT-3’), 
CXCL8 humain (5’-GCGCCAACACAGAAAUUAUdTdT-3’), CXCL 12 humain (5’-
CCAUGUAGAAGCCACUAUUdTdT-3’), CXCR1 humain (5’-
GCGUCACUUGGUCAAGUUUdTdT-3’), CXCR4 humain (5’-
GGAAGCUGUUGGCUGAAAAdTdT-3’), eIF2α humain (5’-
GAAACUGAAAGCAAUCGAAdTdT-3’), PERK humain (5’-
CUCACAGGCAAAGGAAGGAGdTdT-3’), SNAP25 humain (5’-
CAGGCAUUGCACUAAAAGUdTdT-3’), et également un siRNA contrôle sans rapport avec 
le génome humain ni avec le génome murin (siUNR, 5’-GCCGGUAUGCCGGUUAAGUdTdT-
3’) (de La Motte Rouge, Galluzzi et al. 2007) ont tous été commandés chez Sigma-Proligo 
(Woodlands, TX, USA). De plus, les siRNA commerciaux spécifique pour Bcn1 murin (sc-
29798) et pour SLC17A9 humain (plus connu comme VNUT ; sc-72740) ont été 
commandés chez Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Les siRNAs 
spécifiques pour Cxcr1 et Cxcr2 ont été commandés chez Dharmacon (Waltham, MA, 
USA). Les cellules ont été transfectées, une fois que celles-ci aient atteint 30 à 40% de 
confluence avec les différents siRNAs grâce { l’agent de transfection HiPerfect (Qiagen, 
Hilden, Allemagne), en suivant les instructions du fabricant, en s’assurant de l’inhibition 
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du gène d’intérêt par immunoblot. Les transfections transitoires avec les plasmides ont 
été réalisées en utilisant l’agent de transfection Lipofectamine 2000. 
 
Screening des siRNA array 
 
Les plaques Bio-one μClear 284 puits (Greiner Bio One, Kremsmuenster, Autriche) ont 
été fixées au préalable avec 3.125 ng de siRNAs individuels (Qiagen) ciblant 250 
protéines humaines différentes impliquées dans la mort cellulaire et dans la voie de 
réponse au stress. Le positionnement des siRNAs a été randomisé pour minimiser les 
effets de l’encombrement stérique. Pour chaque gène, deux siRNAs distincts ont été 
choisis, vérifiant ainsi expérimentalement les siRNAs qui ont été identifiés par le Centre 
de Recherche GeneGlobe (Qiagen). Après fixation, les plaques ont été déshydratées, 
salées et stockées à -20°C jusqu’{ leur utilisation. Les transfections ont été réalisées 
grâce { l’agent de transfection HiPerfect avec les siRNAs ré-hydratés avec 5 µl 
d’OptiMEM (Life Technologies), en suivant les instructions du fabricant. 2 x 103 cellules 
U2OS co-exprimant stablement H2B-RFP et CRT-GFP ont été mises en plaque dans 
chaque puit et maintenues en culture pendant 48h avant administration de 1 µM de MTX 
pour une incubation de 4h supplémentaire. Les cellules ont été éventuellement fixées 
dans 4% de paraformaldéhyde pendant 20 min à température ambiante, lavées et 
stockées { 4°C. Quatre champs d’images ont été pris par puits grâce { l’utilisation du 
bioimager automatisé BD Pathway 855 (BD Biosciences) équipé de l’objectif UApo/340 
20X/0.75 (Olympus, Center Valley, PA, USA). Les images ont été par la suite segmentées 
et analysées pour la granularité de GFP, c’est-à-dire l’étude de la redistribution de la 
protéine de fusion CRT-GFP depuis le réticulum endoplasmique jusqu’{ la périphérie 
cytoplasmique, via l’utilisation du logiciel AttoVision v. 1.7 (BD Biosciences). Finalement, 
les données ont été évaluées statistiquement grâce au logiciel Prism v. 5 (Graph Pad 
software Inc., La Jolia, CA, USA). 
 
Evaluation automatisée de l’autophagie  
 
L’autophagie a été monitorée par microscopie automatisée { fluorescence. Pour ceci, 5 x 
103 cellules HeLa exprimant GFP-LC3 ont été mises en plaque dans des plaques 96 puits 
à fond noir (BD Biosciences) et laissées 24h pour leur adhésion. Ces cellules ont ensuite 
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été traitées pendant 24h supplémentaires soit avec le rCXCL8 à différentes 
concentrations (40, 80, 160 ou 320 ng/ml), ou soit avec 1 µM de rapamycine, puis fixées 
dans 4% de paraformaldéhyde contenant 1 µM de Hoechst 33342 (Life Technologies) 
pendant 20 min à température ambiante, puis imagées comme décrit précédemment. Le 
Hoechst 33342 est un marqueur fluorescent spécifique de l’ADN qui se lie au niveau des 
sillons mineurs des régions double-brins riches en adénine et thymine. Contrairement 
au DAPI (marquage des cellules nécrosées en se liant aux bases adénine et thymine de 
l’ADN et émettant une fluorescence bleue) et { l’iodure de propidium (agent intercalant 
des acides nucléiques émettant une lumière rouge et utilisé comme marqueur des 
noyaux des cellules ayant perdu l’intégrité de leur membrane plasmique, caractéristique 
des cellules nécrosées), le Hoechst 33342 permet de marquer également le noyau des 
cellules vivantes. Les images ont été segmentées et analysées pour le nombre de dots de 
GFP+ par cellule grâce au logiciel AttoVision v. 1.7. 
 
 
Expression inductible de la Pannexine 1 tronquée. 
 
La séquence codant la partie entre les acides aminées 1-371 de la Pannexine 1 couplée 
au Flag (DYKDDDDK) a été amplifiée dans un vecteur pEBB-Flag codant pour la 
Pannexine 1 (fournit par le Dr Kodi S. Ravichandran, Centre d’immunologie de Arter, 
Université de Virginie, Charlottesville, VA, USA) obtenue grâce aux primers suivant :  5’-
ATGCTAGCATGGCCATCGCTCAACTG-3’ et 5’-
CAATTTCGAAGTCGGTACCTCACTTGTCATCG-3’. Le produit de la PCR a été digéré avec 
les enzymes de restriction BstBl et Nhel-HF (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) et 
inséré ensuite dans pCDH-CuO-MCS-EF1-CymR-T2A-Puro, un vecteur lentiviral 
inductible (System Biosciences, Mountain View, CA, USA), comprenant un tag 
hemagglutinine. Les particules pseudo-virales codant pour la tPANX1 ont été produites 
en suivant les instructions du kit ViraPower Lentiviral Packaging Mix (Life 
Technologies). Nous avons infecté les cellules MCA205 avec les vecteurs lentiviraux 
overnight dans un milieu de culture complet auquel nous avons ajouté 5 µg/ml de 
polybrene. Nous avons ensuite changé le milieu des cellules par du milieu frais sans 
lentivirus pendant 24h avant d’ajouté 5 µg/ml de puromycine comme antibiotique de 
sélection. Une semaine plus tard, nous avons isolé les clones singulets par un tri avec le 
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cytomètre FACSVantage (Becton Dickinson, San José, CA, USA), puis amplifiés et criblés 




Pour pouvoir réaliser les immunoblots, nous avons rincé avec du PBS froid puis lysé 
environ 1 X 106 cellules en suivant les procédures standards. Cinquante microgrammes 
de protéines ont été séparés en fonction de leur poids moléculaire dans les gels pré-
coulés NuPAGE Novex Bis-Tris 4-12% (Life Technologies) puis transférés sur des 
membranes en nitrocellulore (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Les membranes ont été 
saturées par une incubation pendant 1h dans 0.05% de Tween-20 (v/v dans le TBS) 
auquel est ajouté 5% de poudre de lait écrémé ou d’albumine de sérum bovin. Les  
membranes ont été ensuite laissées en incubation une nuit entière à 4°C dans les 
anticorps primaires spécifiques pour : ATG5 (Sigma-Aldrich), ATG7 (Sigma-Aldrich), 
BCN1 (Santa-Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), GAPDH (Millipore, Billerica, MA, 
USA), LC3B (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), p62 (Abnova, Taipei, 
Taiwan) ROCK1 (Biosciences, San Diego, CA, USA), VNUT (Santa-Cruz Biotechnology) ou 
CASP8 (Calbiochem-Merck Millipore, Billerica, MA, USA). ). Les quantités de protéines 
déposées dans chaque puit ont été quantifiées avec la β-actine (Millipore-Chemicon 
International, Temecula, CA, USA) ou avec la GAPDH (Millipore-Chamicon International). 
Les anticorps primaires ont été détectés avec les anticorps secondaire appropriés 
couplés à la péroxidase (Southern Biotechnologies Associates, Birmingham, UK) et 
révélés { l’aide du logiciel ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) 
après incubation avec le réactif SuperSignal West Pico (Thermo Fisher Scientific, 
Rockford, IL, USA) ou avec l’ECL Plus Western Blotting Detection System (GE 
Healthcare). 
 
Expériences de mort cellulaire et de perméabilité membranaire 
 
La mort cellulaire par apoptose a été mesurée par l’exposition { la surface cellulaire de 
la phosphatidylsérine et par le marqueur de viabilité DAPI. (Galluzzi, Zamzami et al. 
2007, Kepp, Galluzzi et al. 2011). Nous avons tout d’abord rincé nos cellules avec du PBS 
deux fois puis nous les avons resuspendu dans un milieu de marquage 1X supplémenté 
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du marqueur AnnexinV-PE ou AnnexinV-FITC (fluorescein isothiocyanate) (BD 
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) et du marqueur DAPI en suivant les instructions du 
fabricant. Pour mesurer la perméabilisation de la membrane plasmique, les cellules ont 
été incubées dans le milieu de culture auquel nous avons ajouté 1 µM de YO6PRO-1 
(Molecular Probes-Life Technologies, Eugene, CA, USA) pendant 30min à 37°C. La 
cytométrie a été réalisée sur le cytomètre Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) et les 
données ont été analysées grâce au logiciel Kaluza v. 1.1 (Beckman Coulter) en réglant 
les paramètres sur les évènements présentant un profil WT. 
 
 
Marquage de l’ATP intracellulaire  
 
L’ATP vésiculaire a été détectée par microscopie fluorescente et par cytométrie en flux. 
Pour les expériences de microscopie fluorescente, les cellules ont été marquées avec 
5µM de quinacrine dans le milieu Krebs-Ringer (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 
0.7 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 6 mM de glucose et 25 mM d’HEPES, { un pH de 7.4) 
pendant 30min à 37°C. Les cellules ont été ensuite marquées pendant 10 min avec 1 
µg/ml d’iodure de propidium (IP) et 10 µM de Hoechst 33342 (les deux proviennent de 
Molecular Probes-Life Technologies). 
Les cellules ont été rincées avec le milieu Krebs-Ringer et  observées au microscope 
confocal SPE équipé de l’objectif Apochromat 63 x 1.3 NA et de l’objectif { immersion 
d’huile 40 x 1.15 NA (Leica, Wetzlar, Allemagne). Nous avons utilisé le logiciel Image J 
(disponible gratuitement sur le site http://rsbweb.nih.gov/ij/) pour déterminer les 
études quantitatives de colocalisation. Le pourcentage de colocalisation entre LAMP1-
RFP ou RFP-LC3 avec la quinacrine a été calculé par le logiciel Metamorph v. 6.2r4 
(Universal Imaging Corp., Detroit, MI, USA). Pour les expériences de cytométrie en flux, 
les cellules traitées ont été marquées avec 1 µM de quinacrine comme décrit 
précédemment, puis lavées et resuspendues dans 1 µg/ml d’IP ou, de façon alternative, 
les cellules ont été marquées avec 30 µM de BODIPY-FL-ATP (Life Technologies), en 
suivant les instructions du fabricant. Le colorant BODIPY-FL est à fluorescence verte 
avec un spectre d’excitation et d’émission similaire { l’Alexa Fluor® 488 ou à la 
fluorescéine (FITC). Il est relativement insensible à la polarité des solvants et aux 
variations du pH, ce qui nous a permis de valider nos résultats obtenus avec la 
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quinacrine. Le BODIPY-FL-ATP est composé du fluorophore BODIPY FL qui va s’attacher 
en position 2’ ou 3’ du ribose de l’ATP via une molécule liante. 
Dans les deux cas, la fluorescence a été mesurée par le cytomètre FACSVantage, les 
cellules mortes étant exclues (IP-), et les résultats ont été analysés par le logiciel 




Un million cinq cent mille cellules U2OS ont été marquées avec 150 nM de 
tétraméthylrhodamine méthyl ester (TMRM, de Molécular Probes-Life Technologies) 
pendant 30min à 37°C, lavées deux fois avec du PBS froid et resuspendues dans le milieu 
1X contenant l’Annexin V conjugué au FITC (BD Biosciences) et { 10 µM de DAPI, en 
suivant les instructions du fabricant. Les cellules ont été ensuite triées en trois sous-
populations (DAPI-PS-TMRMlow ; DAPI-PS-TMRMhigh ; DAPI-PS+TMRMlow) sur le cytomètre 
FACVantage. Ces cellules ont été ensuite utilisées pour les expériences de mesure d’ATP 
intracellulaire ou bien maintenues en culture pendant 60min supplémentaire pour 
effectuer les expériences de mesure d’ATP extracellulaire. 
 
Mesure de la libération d’ATP 
 
Les niveaux d’ATP extracellulaire et intracellulaire ont été respectivement mesurés par 
des kits basés sur la luciférine : ENLITEN ATP Assay (Promega, Madison, WI, USA) et 
ATP assay (Calbiochem). La chimioluminescence induite est ensuite mesurée par un 
lecteur de plaque FLUOstar OPTIMA FL (BMG Labtech, Offenburg, Allemagne). 
 
Quantification extracellulaire de CXCL8 et Cxcl2 
 
La concentration de CXCL8 et Cxcl2 dans le surnageant des cultures cellulaires a été 
mesurée grâce aux kits ELISA commerciaux (Biolegend, San Diego, CA, USA et R&D 
Systems), en suivant les instructions du fabricant. L’absorbance a été mesurée par le 







Les cellules ont été cultivées dans chambres de culture à 8 compartiments fixés sur une 
lame de microscopie 26 x 76 mm, munies d’un couvercle (NUNC, Roskilde, Denmark). 
Après changement du milieu, les cellules ont été incubées dans un milieu contenant 500 
nM de Mito Tracker, 500 nM d’ER-Tracker, 500 nM de LysoTracker ou alors de 10µg/ml 
de DQ Red BSA (tous les marqueurs proviennent de Molecular Probes-Life 
Technologies) pendant 1h à 37°C. Les cellules ont été ensuite lavées deux fois avec du 
milieu chauffé, contenant la quinacrine, du Hoechst 33342 puis visualisées en 
microscopie fluorescente, comme décrit précédemment. 
 
Analyse de l’exposition { la surface cellulaire de LAMP1 
 
Les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS froid, puis incubées pendant 45 min soit 
avec un anticorps dirigé spécifiquement contre LAMP1, conjugué avec le PE (Biolegend, 
San Diego, CA, USA), soit avec les anticorps anti-isotypes contrôles (Biolegend) dans du 
PBS froid auquel nous avons ajouté 3% de sérum fœtal bovin. Après un lavage avec du 
PBS froid, les échantillons sont marqués avec du DAPI et nous avons analysé la présence 
de LAMP1 à la surface membranaire des cellules vivantes (DAPI-) sur le cytomètre 
Gallios. Nous avons analysé les résultats avec le logiciel Kaluza v. 1.1. 
 
 
Analyse de l’exposition { la surface cellulaire de PANX1 
 
L’exposition { la surface cellulaire de la PANX1 a été mesurée par microscopie { 
fluorescence. Pour cela, les cellules ont été mises en culture dans des chambres de 
culture à 8 compartiments fixés sur une lame de microscopie 26 x 76 mm, munies d’un 
couvercle. Elles ont été ensuite lavées au PBS, incubées dans un milieu de blocage 
contenant l’anticorps anti-PANX1 (Abcam, Cambridge, UK) pendant 30 min sur la glace, 
puis lavées une autre fois et mises en incubation pendant 30 min avec l’anticorps 
secondaire Alexa Fluor 488 anti-lapin (life technologies). Les échantillons sont 
finalement fixés avec 3.7% de paraformaldéhyde et 1 µg/ml de Hoechst 33342 (dilué 
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dans du PBS). Les lamelles ont été analysées avec le microscope confocal SPE équippé de 
l’objectif Apochromat x63 1.3 NA et l’objectif { immersion d’huile x 40 1. 15 NA. 
 
Détermination de l’exposition { la surface de la CRT 
 
L’exposition de la CRT a été mesurée par un marquage immunologique de surface suivi 
d’une expérience de cytométrie en flux ou de microscopie confocale comme décrite 
précédemment. En résumé, les cellules sont cultivées sur des supports standard et 
utilisées une fois à confluence ; elles sont lavées deux fois au PBS et fixées dans 0,25 % 
de paraformaldéhyde (dilué dans du PBS) pendant 5 min à température ambiante. En 
parallèle, les cellules mises sur lamelles sont lavées et fixées de façon similaire.  Après 
deux lavages supplémentaires avec du PBS froid, les cellules sont incubées avec 
l’anticorps anti-CRT (ab2907, Abcam, Cambridge, UK) dilué dans du tampon de bloquage 
froid (2% de SVF dilué dans du PBS) pendant 30 min sur la glace. Les cellules sont 
ensuite lavées, et incubée 30 min supplémentaires avec un anticorps anti-lapin 
AlexaFluor 488 (Life Technologies) dilué dans le tampon de blocage. Pour les études de 
microscopie à fluorescence, 5 μg/ml de wheat germ agglutinin conjugué avec 
l’AlexaFluor 633 (Life Technologies) sont ajoutés pour visualiser la membrane 
plasmique.  
La wheat germ agglutinin a tout d’abord été identifiée comme étant une lectine 
protégeant les germes de blé contre les insectes, levures et bactéries. Elle est aujourd’hui 
une des lectines les plus utilisées en biologie cellulaire pour marquer la membrane 
plasmique.  
Les échantillons sont finalement lavés avec du PBS froid, incubés avec 1 μg/ml d’IP 
pendant 5 min, puis soit analysés avec le cytomètre FACScan soit re-fixés dans 3,7% de 
paraformaldéhyde auquel est ajouté 1 μg/ml de Hoechst 33342 (Life Technologies), mis 
dans du milieu de montage Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) et 
analysés en microscopie confocale avec le TCS SPE (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 
Allemagne) qui est équipé d’un objectif 63X/1.15 (Olympus). Pour les analyses en 
cytométrie en flux, les anticorps ciblant les isotypes IgG (Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA) ont été utilisés comme contrôles, et les analyses statistiques (limités 
aux cellules vivantes IP-) ont été réalisées par le logiciel Cell Quest (Galluzzi, Aaronson et 





Quatre-vingt mille cellules U2OS soit WT, soit CRT-GFP, soit HMGB1-GFP, soit LC3-GFP 
ont été plaquées dans des plaques 96 puits à fond noir ou à fond blanc, prétraitées avec 
la poly-L-lysine (BD Biosciences). Ces plaques ont ensuite été traitées avec les 
composants de la librairie ICCB Known Bioactives (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, 
USA) ou alors avec la collection US-Drug (Microsource Discovery Systems, 
Gaylordsville ; CT, USA) à la concentration finale de 30 et 2 μM respectivement pendant 
2h, suivi d’un traitement avec 4 μM de MTX ou d’un volume équivalent de PBS. Vingt-
quatre heures plus tard, quatre à neuf vues par puit ont été acquises grâce à BD Pathway 
855 Imaging (BD Bioscences) et les images ont ensuite été analysées par le logiciel 
AttoVision v. 1.6 (BD Biosciences) pour les marquages locaux de LC3-GFP, la granularité 
de CRT-GFP, de la sécrétion d’ATP, ou alors du relargage de HMGB1-GFP. 
 
Etudes du transcriptome 
 
Les souris BALB/c et C57Bl/6 ont reçu, en sous-cutané, l’injection de 5 x 105 cellules 
CT26 ou  2 x 105 cellules MCA205 respectivement. Quand la taille de la tumeur a atteint 
entre 40 et 80 mm2, les souris sont traitées par l’injection en intra-péritonéal 10 mg/kg 
d’oxaliplatine, 0,25 mg/kg de cisplatine ou encore 5,17 mg/kg de MTX. L’ARN total 
provenant des homogénats tumoraux est extrait grâce au kit RNAqueous (Life 
Technologies) en suivant les instructions du fabricant. La transcription inverse de cinq 
microgrammes d’ARN de chaque échantillon a été ensuite réalisée en utilisant le kit de 
transcription inverse High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies), 
en suivant les recommandations du fabricant. Les expériences d’expression géniques ont 
été réalisées en utilisant le « Mouse Chemokine Gene Set v1.0 custom TaqMan Array 
Micro Fluidic Card » (Life Technologies) et analysées par le système de détection ABI 




Toutes les expériences animales ont été approuvées par la comitée d’éthique locale 
(CEEA IRCIV/IGR n°26, enregistré avec le Ministère de Recherche Français), en suivant 
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les directives 63/2010/EU du Parlement Européen et en respectant les instructions de 
FELASA. (CEEA IRCIV/IGR n°26n enregistré avec le Ministère Français de la Recherche). 
Les souris BALB/c (CMH de classe I haplotype H-2d) et C57Bl/6 (CMH de classe I 
haplotype H-2b) ont été obtenues chez Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France) ou chez 
Harlan (Gannat, France). Elles sont maintenues dans une pièce dont la température est 
contrôlée, avec des cycles de 12h de lumière suivi de 12h d’obscurité, et elles reçoivent 
de la nourriture et de l’eau ad libitum. Elles ont été utilisées entre six et vingt semaines 
d’âge et euthanasiées lorsque les tumeurs excédaient 20-25% de la masse corporelle 
totale de la souris. 
 
 
Expériences de vaccination anti-tumorale  
 
Les cellules CT26 ont été traitées avec 2 μM de MTX, seul ou après un pré-traitement par 
10 μM de DIDS, 10 μM de SITS, 30 μM de Y-27632, 2 μM de H-1115 ou alors 50 μM de 
blebbistatine, et injectées 24h plus tard (à 3 x 106 dans 200 μl de PBS, { un pH de 7,4) en 
sous-cutanée dans le bas du flanc de souris femelles BALB/c âgées de 6 semaines. Sept 
jours plus tard, 5 x 105 de cellules CT26 vivantes (dans 200 μl de PBS { un pH de 7,4) 
sont injectées dans le flanc opposé. De façon similaire, les cellules MCA205 sont 
incubées avec 1 μM de MTX (seul ou après traitement des cellules par les différentes 
drogues) pendant 24h puis inoculées en sous-cutanée (3 x 105 dans 200 μl de PBS, { un 
pH de 7,4) dans le bas du flanc de souris femelles C57Bl/6 âgées de 6 semaines. Sept 
jours plus tard, 3 x 104 de cellules MCA205 non traitées (dans 200 μl de PBS à un pH de 
7,4) ont été injectées dans le flanc opposé. Dans les deux cas, les souris ont été suivies 
pour l’apparition de tumeur trois fois par semaine, pendant 60 jours. Dans l’étude de 
CXCL8, 3 x 105 cellules MCA205 ou 3 x 106 cellules CT26 mourantes, traitées au 
préalable avec la MTX, la cisplatine ou la mitomycine c (seul ou en combinaison avec 
rCXCL8) ont été injectées en sous-cutanée sur le flanc de souris femelles âgées de six 
semaines C57Bl/6 ou BALB/c respectivement. Sept jours plus tard, les souris C57Bl/6 
ou BALB/c sont re-challengées sur le flanc opposé avec l’injection de 1 x 105 cellules 
MCA205 vivantes ou 5 x 105 cellules CT26 vivantes respectivement. L’incidence 






Chaque expérience a été répétée au moins trois fois. Sauf si indiqué, les figures illustrent 
les données quantitatives d’une expérience représentative (moyenne ± S.E.M., n = 3 
échantillons répliqués). Les informations ont été analysées par la moyenne de Prism v. 
5.03 (logiciel GraphPad, La Jolia, CA, USA) et Excel 2007 (Microsoft, Rockville, MD, USA). 
Les différences statistiques significatives ont été réalisées soit par des t-tests de 
Student’s ou par des tests de Pearson’s χ². Les P-values < 0,05 sont considérées comme 



























1) Identification des mécanismes de libération d’ATP après une 
chimiothérapie immunogène 
 
Les résultats accumulées à ce jour indiquent que certains agents anti-cancéreux peuvent 
stimuler de façon active des réponses immunitaires anti-tumorales spécifiques, qui 
mèneront au succès thérapeutique à long terme (Galluzzi, Senovilla et al. 2012, Kroemer, 
Galluzzi et al. 2013). La libération d’ATP, qui se fait de manière active, est une des 
caractéristiques de la mort cellulaire immunogène, comme décrit dans l’introduction. 
Les résultats préliminaires ont montré une implication de l’autophagie dans la libération 
d’ATP, mais les mécanismes moléculaires précis par lesquels les inducteurs de mort 
cellulaire immunogène stimulent la libération active d’ATP restent méconnus. Il est 
décrit dans la littérature que les canaux pannexine 1 (PANX1), une fois activés par la 
caspase 3, interviennent également dans la libération d’ATP par les cellules 
apoptotiques (Chekeni, Elliott et al. 2010, Qu, Misaghi et al. 2011). C’est donc dans ce 
contexte de connaissances que notre étude a débuté. 
 
Les résultats présentés ci-dessous ont été publiés dans Cell Death and Differenciation. 
L’article s’intitule « Molecular mechanisms of ATP secretion during immunogenic cell 
death ». 
 
Nous avons tout d’abord confirmé l’implication de l’autophagie dans la libération d’ATP 
sur des cellules d’ostéosarcomes humaines, les U2OS. En effet, il a été montré qu’une 
inhibition de l’autophagie entravait la libération d’ATP par les U2OS traitées au 
préalable par la MTX (fig 1e). Un co-traitement des U2OS par l’inhibiteur de l’ecto-
ATPase, ARL67156, ne permet pas aux cellules tumorales pré-traitées de retrouver un 
niveau normal d’ATP extracellulaire, excluant ainsi la possibilité d’une sur-activation de 
l’ecto-ATPase dans les cellules déficientes en autophagie (fig 1e). D’autre part, un 
traitement des cellules par l’inhibiteur de caspases { large spectre, le Z-VAD-fmk, inhibe 
significativement la libération d’ATP (fig 1b). De manière surprenante, un traitement 
des cellules par des activateurs de l’autophagie mais pas de la mort cellulaire, tels que la 
rapamycine, la spermidine ou encore le resvératrol, échoue à induire une libération 
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d’ATP (fig 1 supplémentaire). Ces premiers résultats suggèrent donc que la libération 
d’ATP se fait, en partie du moins, sous contrôle de la voie des caspases, et que 
l’autophagie, qui est essentielle, n’est pas suffisante { elle seule pour libérer activement 
l’ATP après traitement par chimiothérapies immunogènes. Pour connaître plus 
précisément les voies impliquées dans la libération d’ATP, nous avons réalisé un 
criblage chimique. Pour cela, nous avons traité les U2OS avec plus de 1530 drogues 
distinctes proposées par la banque ICCB Known Bioactives Library et par la collection de 
l’US-Drug, seules ou en combinaison avec la MTX pendant 18h, marquées avec la 
quinacrine et analysées au microscope automatisé (fig 2a). Ainsi, quatre drogues ont été 
identifiées comme étant capables d’inhiber la libération d’ATP induite par la MTX (fig 
2b) :  
- la monensine, qui bloque le trafic intracellulaire et l’exocytose 
- la blebbistatine, qui est un inhibiteur de la myosine II, et de ce fait, bloque le 
bourgeonnement de la membrane cellulaire lors de l’apoptose 
- le Y-27632, qui est un inhibiteur de la protéine ROCK1. Ce dernier, après 
clivage par la caspase-3, va également intervenir dans le bourgeonnement de 
la cellule apoptotique. 
- La méfloquine, qui inhibe les canaux PANX1. 
Après identification de ces drogues, nous avons validé in vitro leur implication dans la 
libération d’ATP par des expériences de cytométrie en flux en utilisant la quinacrine et le 
Bodipy-ATP, qui sont tous deux des marqueurs de l’ATP intracellulaire. Nous avons 
observé que, aussi bien avec les inhibiteurs pharmacologiques identifiés par le criblage, 
qu’avec des expériences de transfection par siRNA correspondant aux protéines 
d’intérêt, nous avons une inhibition dans la libération d’ATP par les U2OS traitées par la 
MTX (fig 2c et 2e, fig supplémentaires 3 et 5). Ces résultats ont été confirmés ensuite par 
des mesures d’ATP intracellulaire et extracellulaire en utilisant un kit commercial dont 
le principe se base sur la luciférase (fig 2d). De manière intéressante, nous avons 
observé que ces différents inhibiteurs n’agissaient pas sur les autres paramètres de la 
mort cellulaire immunogène, { savoir l’exposition de la CRT { la surface cellulaire et la 
libération d’HMGB1 (fig supplémentaire 6). Nous avons ensuite voulu savoir quelles 
voies étaient impliquées dans la libération d’ATP dépendante de l’autophagie. Nous 
avons ainsi montré que les inhibiteurs pour ROCK1, PANX1 et pour la myosine II n’ont 
pas d’impact sur la survenue de l’autophagie, avec ou sans traitement des cellules avec 
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l’OXA (fig supplémentaire 6), suggérant que ces voies d’action se trouvent en aval de 
celle-ci. Cependant, l’inhibition d’une de ces voies annule la capacité d’induire une mort 
cellulaire immunogène à la suite d’un traitement par MTX, comme l’ont montré les 
expériences de vaccination. En effet, l’injection en sous-cutanée de cellules de carcinome 
du colon CT26 et de fibrosarcome MCA205 traitées par la MTX confèrent une protection 
aux souris haplocompatibles BALB/c et C57Bl/6 respectivement, lors de la ré-injection 
du même type cellulaire une semaine après (Fig supplémentaire 7). Lorsque les cellules 
CT26 et MCA205 sont traitées par la MTX en présence d’inhibiteurs de ROCK1, PANX1 
ou de myosine II, elles deviennent incapables de conférer une protection aux souris lors 
de la ré-injection (Fig supplémentaire 7). 
Comme il est décrit l’importance de l’implication des canaux pannexine 1 dans la 
libération d’ATP, nous avons étudié cette voie plus précisément. Il a été décrit un panel 
d’agents chimiothérapeutiques capables d’induire la translocation de la PANX1 { la 
surface membranaire, le rendant détectable par immunofluorescence. Nous avons ainsi 
pu observer qu’après chimiothérapie immunogène, contrairement aux cellules non 
traitées, les U2OS expriment à leur surface la PANX1, mais que cette expression était 
totalement inhibée par un traitement avec le Z-VAD-fmk (fig 3a et b). Nous avons par la 
suite pu observer que l’ouverture des canaux pannexine 1 était bien corrélée à une 
perméabilisation de la cellule sans que celle-ci soit morte. Pour cela, nous avons généré 
des cellules MCA205 inductibles pour la pannexine 1 (tPANX1), car la translocation de 
cette dernière est sous le contrôle d’un promoteur activable par l’ajout de cumate 
(Mullick, Xu et al. 2006). Par des expériences de cytométrie en flux, nous avons observé 
que l’administration de cumate aux cellules MCA205 inductibles pour la pannexine 1, 
mais pas aux cellules contrôles, rend les cellules positives pour le marqueur YO-PRO-1, 
connu pour être un marqueur de petit poids moléculaire et marquant les cellules en 
apoptose, capable de passer par les canaux pannexine quand ces derniers sont activés.  
Ceci n’est pas le cas pour le marqueur de viabilité DAPI (fig 3c). L’influx de YO-PRO-1 
dans les MCA205 inductibles pour la pannexine 1 est corrélé { un efflux d’ATP pouvant 
être inhibé de manière dose-dépendante par la monensine ou par le DIDS (l’acide 4,4’-
diisothiocyano-2,2’stilbenedisulfonique), qui est un autre inhibiteur de la pannexine 1 
(fig 3d et e). Cependant, le Y-27632, la blebbistatine et le Z-VAD-fmk échouent à inhiber 
cet influx de YO-PRO-1 et l’efflux d’ATP après l’ajout de cumate sur les cellules MCA205 
inductibles pour la pannexine 1, confirmant la spécificité du panel d’inhibiteurs 
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identifiés. D’autre part, l’autophagie n’influence pas la libération d’ATP par les canaux 
pannexine 1, puisque la déplétion de l’un des gènes essentiels  pour l’autophagie, ATG5, 
n’affecte en aucun cas la translocation { la surface cellulaire de PANX1 dans les cellules 
U2OS traitées par chimiothérapie (fig 4a). 
De plus, les cellules murines CT26 Bleclin-1 knockdown (BCN1, une autre protéine 
essentielle pour l’autophagie) ou Atg7 knockdown montrent un profil d’accumulation du 
YO-PRO-1 tout à fait normal après traitement par l’OXA (fig 4b). Et vice versa, l’étude de 
la distribution de LC3 (marqueur de l’autophagie) après ajout de cumate dans les 
cellules MCA205 inductibles pour la PANX1 (tPANX1) ne montre pas de changement, 
mettant ainsi en évidence que l’expression de la pannexine { la surface cellulaire 
n’induit pas l’autophagie (fig 4c). D’autre part, la déplétion d’ATG5, ATG7 et de Beclin 1 
dans les cellules MCA205 tPANX1 n’ont pas d’effet sur l’influx de YO-PRO-1 ni sur l’efflux 
d’ATP après ajout de cumate (fig 4d et e). 
Ces résultats ont été confirmés par des expériences de transfections transitoires sur des 
U2OS avec un plasmide permettant l’expression de la pannexine 1 tronquée, donc 
constitutivement active (fig 8 supplémentaire). Ces premiers résultats montrent que les 
canaux PANX1 sont requis pour une libération d’ATP nécessaire { la mort cellulaire 
immunogène, mais que cette voie de libération se fait de façon indépendante de 
l’autophagie.  
Pour déterminer quelle est la voie dépendante de l’autophagie, nous avons localisé la 
distribution intracellulaire de l’ATP. Pour cela, nous avons effectué un co-marquage des 
cellules U2OS avec la quinacrine et des marqueurs spécifiques des différents 
compartiments intracellulaires, puis analysé en microscopie confocale dans des 
conditions contrôles et après traitement par l’OXA. Nous avons observé que seule une 
minorité de vésicules marquées par la quinacrine co-localisent avec les marqueurs de 
mitochondries ou du RE, à la fois dans les cellules non traitées et dans les cellules 
traitées avec l’OXA. Cependant, la quasi-totalité de vésicules marquées par la quinacrine 
co-localisent avec un marqueur spécifique des lysosomes. Après traitement des cellules 
avec l’OXA, nous observons une diminution significative de cette co-localisation (fig 5a 
et b, fig supplémentaire 9), suggérant que les lysosomes ont libéré l’ATP. Une étude plus 
précise nous a permis de montrer une co-localisation prépondérante dans les cellules 
U2OS non traitées, entre la quinacrine et la protéine LAMP1 (Lysosomal-Associated 
Membrane Protein 1) qui est une protéine se trouvant spécifiquement à la membrane 
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lysosomale. De la même manière qu’avec le marqueur spécifique des lysosomes, la co-
localisation entre la quinacrine et LAMP1 diminue lorsque les cellules sont traitées par 
la MTX ou par l’OXA, mais pas avec la rapamycine (fig 6a et b). De façon concomitante, la 
MTX, l’OXA ou encore la rapamycine induisent une augmentation de co-localisation 
entre la quinacrine et LC3, qui est un marqueur des autophagosomes et des 
autolysosomes (Fig 6c et 6d). Ces résultats montrent qu’après un traitement par les 
inducteurs de la mort cellulaire immunogène, l’ATP localisé dans les lysosomes est 
relocalisé dans les autophagosomes et les autolysosomes, de par la fusion des lysosomes 
avec les phagosomes. Tous ces phénomènes ne se produisent que si l’autophagie est 
fonctionnelle. En effet, une inhibition de l’autophagie par transfection des U2OS avec le 
siRNA pour ATG5 fait diminuer de façon significative la co-localisation entre la 
quinacrine et LAMP1. Ces résultats soutiennent l’hypothèse selon laquelle les lysosomes 
ont besoin des mécanismes de l’autophagie pour préserver l’ATP au sein de leur lumière. 
Ces résultats suggèrent donc que les lysosomes et les autophago(lyso)somes participent 
tous deux au trafic et/ou au maintien du stock d’ATP intracellulaire. Pour confirmer cela, 
nous avons procédé à la déplétion de la protéine LAMP1, qui n’est pas essentielle pour 
l’autophagie. Nous avons pu observer que cette déplétion abolissait le relargage d’ATP 
par les cellules U2OS traitées au préalable par la MTX ou par l’OXA (fig 7a { 7c). De plus, 
le knockdown de la protéine VAMP1 (vesicle-associated membrane protein 1), qui est 
connu pour avoir un rôle crucial dans l’exocytose, ainsi que le knockdown d’ATG5 et de 
BCN1 inhibent également le relargage d’ATP (fig 7b). Il est également notable que le 
traitement des cellules par les inducteurs de mort cellulaire immunogène induit une 
translocation de la protéine LAMP1 à la membrane plasmique, comme nous avons pu 
l’observé par microscopie { immunofluorescence. Cette translocation { la surface des 
cellules vivantes est inhibée par le Z-VAD-fmk, mais pas par les inhibiteurs de ROCK1, 
tels que Y-27632 et H1152 ou encore la blebbistatine (fig 7d et 7e). De façon 
surprenante, nous avons observé une diminution significative de l’exposition de LAMP1 
{ la surface cellulaire des U2OS traitées par l’OXA quand nous inactivons PANX1 par un 
knockdown. Cette diminution n’est cependant pas observée lorsque nous réalisons un 
knockdown de ROCK1, ATG5, ATG7 ou BCN1 (fig 7f). Et vice versa, la déplétion de 
LAMP1 inhibe la translocation de PANX1 à la membrane plasmique des U2OS traitées 
par l’OXA (fig 7g). Ces résultats montrent un lien encore inconnu entre l’activation des 
canaux pannexine et le trafic lysosomal. 
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Ces résultats suggèrent que le pool intracellulaire de l’ATP est partagé entre les 
lysosomes et les autolysosomes, et de plus, la protéine LAMP1 possèderait un rôle 
essentiel dans la sécrétion d’ATP liée { la mort cellulaire immunogène, et agirait de 









Molecular mechanisms of ATP secretion during
immunogenic cell death
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The immunogenic demise of cancer cells can be induced by various chemotherapeutics, such as anthracyclines and oxaliplatin,
and provokes an immune response against tumor-associated antigens. Thus, immunogenic cell death (ICD)-inducing
antineoplastic agents stimulate a tumor-specific immune response that determines the long-term success of therapy.
The release of ATP from dying cells constitutes one of the three major hallmarks of ICD and occurs independently of the two
others, namely, the pre-apoptotic exposure of calreticulin on the cell surface and the postmortem release of high-mobility group
box 1 (HMBG1) into the extracellular space. Pre-mortem autophagy is known to be required for the ICD-associated secretion of
ATP, implying that autophagy-deficient cancer cells fail to elicit therapy-relevant immune responses in vivo. However, the
precise molecular mechanisms whereby ATP is actively secreted in the course of ICD remain elusive. Using a combination of
pharmacological screens, silencing experiments and techniques to monitor the subcellular localization of ATP, we show here
that, in response to ICD inducers, ATP redistributes from lysosomes to autolysosomes and is secreted by a mechanism that
requires the lysosomal protein LAMP1, which translocates to the plasma membrane in a strictly caspase-dependent manner.
The secretion of ATP additionally involves the caspase-dependent activation of Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 1 (ROCK1)-mediated, myosin II-dependent cellular blebbing, as well as the opening of pannexin 1 (PANX1) channels,
which is also triggered by caspases. Of note, although autophagy and LAMP1 fail to influence PANX1 channel opening, PANX1 is
required for the ICD-associated translocation of LAMP1 to the plasma membrane. Altogether, these findings suggest that
caspase- and PANX1-dependent lysosomal exocytosis has an essential role in ATP release as triggered by immunogenic
chemotherapy.
Cell Death and Differentiation (2014) 21, 79–91; doi:10.1038/cdd.2013.75; published online 12 July 2013
The field of anticancer therapy has recently witnessed a
significant paradigm shift. For a long time, cytotoxic anti-
neoplastic agents were assumed to mediate therapeutic
effects owing to their capacity to directly kill malignant cells
or to induce their senescence. Accumulating evidence now
indicates that (at least some) anticancer agents actively
stimulate tumor-specific immune responses, which in many
cases account for long-term therapeutic successes.1–4
Chemotherapy (as well as some forms of radiotherapy) can
exert immunostimulatory effects via two alternative, although
non-exclusive, mechanisms. First, some cytotoxic anticancer
agents, including anthracyclines and oxaliplatin (OXA), are
capable of triggering an immunogenic variant of apoptosis
known as immunogenic cell death (ICD),5,6 de facto convert-
ing dying cancer cells into a therapeutic vaccine.7,8 Second,
multiple chemotherapeutics can directly stimulate antitumor
immunity,1,4 either by potentiating the activity of immune
effectors (e.g., vinca alkaloids have been shown to promote
the maturation of dendritic cells (DCs)) or by antagonizing
immunosuppressive cells (e.g., cyclophosphamide reportedly
depletes/inhibits regulatory T cells).9,10
ICD has been operatively defined as a cell death modality
that elicits a protective immune response against dead-cell
antigens, implying that the immunogenicity of cell death
can be monitored in appropriate vaccination assays.2,11,12
Thus, the subcutaneous injection of cancer cells that are
succumbing to ICD, but not of cells undergoing conventional
apoptosis or necrosis, elicits a T-cell-mediated immune
response protecting histocompatible mice against a subse-
quent challenge with tumor cells of the same type.2,3,13
Of note, most inducers of apoptosis and necrosis fail to
trigger ICD. However, a few chemotherapeutics, including
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anthracyclines,7,8 OXA,14 cyclophosphamide,15 and – to
some extent – microtubular inhibitors,16 as well as cardiac
glycosides,17–19 potently do so.20,21 Such chemicals appear
to be particularly efficient at inducing a pre-mortem endo-
plasmic reticulum (ER) stress response and autophagy. ER
stress culminates in the translocation of the ER chaperone
calreticulin (CRT) to the cell surface, thereby generating an
‘eat-me’ signal for DCs.3,22 Autophagy facilitates the release
of ATP from dying cells,23 constituting both a ‘find-me’ signal
for the recruitment of DCs and their precursors24 and a pro-
inflammatory stimulus that – upon binding to the purinergic
receptor P2RX7 – elicits the activation of the NOD-like
receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3) inflam-
masomewithin DCs andmacrophages.25,26 In addition, ICD is
associated with the postmortem release of the non-histone
chromatin-binding protein high-mobility group box 1 (HMGB1)
into the extracellular space, allowing HMGB1 to bind
Toll-like receptor 4 on DCs and thus stimulate their antigen-
presenting functions.2,27
CRT exposure, ATP secretion and HMGB1 release are all
indispensable for ICD, meaning that the absence of one single
of these ICD hallmarks abolishes the efficacy of anthracy-
cline- or OXA-based chemotherapy in mouse models.2 For
example, the transgene-driven overexpression of the ectonu-
cleotidase CD39, which converts extracellular ATP into ADP
and AMP, by tumor cells is sufficient to compromise the
therapeutic effects of ICD-inducing antineoplastic agents
in vivo.28 Along similar lines, the stable knockdown of
essential autophagic factors such as ATG5 and ATG7, which
inhibits ATP secretion from dying tumor cells, allows for the
generation of neoplastic lesions that fail to respond to ICD
inducers.23
The precise molecular mechanisms whereby ICD inducers
stimulate the active secretion of ATP by dying cells are
elusive. Malignant cells secrete ATP in response to a large
panel of cytotoxic therapeutics,23,29 and this phenomenon
obligatorily involves the pre-mortem activation of the autop-
hagic machinery.23 Although the induction of autophagy alone
(in the absence of cell death) may result per se in the secretion
of ATP,30 significantly higher extracellular ATP levels are
achieved when autophagy and cell death concur.23,25
Pannexin 1 (PANX1) channels are known to have a prominent
role in the release of ATP from apoptotic cells. Indeed,
caspase 3, which is amajor factor in the execution of apoptotic
cell death,5,6 cleaves PANX1 at its C-terminal auto-inhibitory
domain, thereby generating a truncated form of the protein
(tPANX1) that operates as a constitutively active channel.31 In
line with this notion, the pharmacological inhibition of
caspases, the knockout of Panx1, the depletion of PANX1
as well as the substitution of PANX1 by a non-cleavable
variant all abolish apoptosis-associated ATP release.32–34
Moreover, caspase activation and PANX1 expression are
both required for the partial, apoptotic increase in the
permeability of the plasma membrane to small solutes that
precedes the complete, post-apoptotic (necrotic) plasma
membrane breakdown.32–34 In a cell death-unrelated setting,
astrocytes have been reported to secrete ATP by lysosomal
exocytosis, a process in which lysosomes fuse with
the plasma membrane to release their luminal content into
the extracellular space.35
Driven by these premises and incognita, we decided to
characterize the mechanisms through which cancer cells
extrude ATP in response to chemotherapeutic agents. Here,
we demonstrate that the secretion of ATP by dying cancer
cells obligatorily involves multiple signal transduction path-
ways that are articulated in a complex manner.
Results
Involvement of autophagy and caspases in ICD-
associated ATP secretion. Live human osteosarcoma
U2OS cells maintained in control conditions and stained with
the ATP-sensitive fluorochrome quinacrine, which is usually
employed for the detection of intracellular ATP-containing
vesicles,36 exhibit a green fluorescence that can readily be
monitored by cytofluorometry. This signal is significantly
reduced when U2OS cells are co-treated with 2-deoxyglucose
(an inhibitor of glycolysis) and antimycin A (which blocks
mitochondrial respiration at the level of complex III; Figure 1a),
reflecting a significant depletion of intracellular ATP stores.
Chemotherapeutics such as mitoxantrone (MTX) and OXA
induced a dose-dependent reduction in the amount of ATP that
was detectable with quinacrine in viable (40,6-diaminidino-2-
phenylindole (DAPI) ) U2OS cells, even before they exposed
phosphatidylserine (PS) on their surface and thus became able
to bind phycoerythrin (PE)-conjugated AnnexinV (Figures 1a
and b). The co-staining of MTX-treated U2OS cells with a
mitochondrial transmembrane potential (Dcm)-sensitive probe
and PE-conjugated AnnexinV confirmed that intracellular ATP
levels drop along with the induction of apoptosis and that cells
that exhibit a reduced Dcm, but have not yet exposed PS, are
particularly prone to secrete ATP into the extracellular milieu
when re-placed in culture (Figures 1c and d). Of note, MTX-
induced ATP depletion was strongly inhibited by the broad-
spectrum caspase inhibitor Z-VAD-fmk (Figure 1b). In line with
previous reports,23,37 autophagy inhibition also compromised
the ability of U2OS cells to secrete ATP (Figure 1e), but not to
die (Supplementary Figure 1), in response to MTX. The
inhibition of autophagy blocked ATP secretion by MTX-treated
cells both in the absence and presence of the ecto-ATPase
inhibitor ARL67156, excluding the possibility that the over-
expression of ecto-ATPases by autophagy-deficient cells
would account for these observations (Figure 1e). Of note,
autophagy inhibition was not accompanied by a reduction of
intracellular ATP levels in baseline conditions (Supplementary
Figure 2). Moreover, rapamycin, spermidine and resveratrol,
which potently stimulate autophagy but fail to induce cell death
(Supplementary Figure 1 and data not shown), were all unable
to induce significant ATP secretion (Figure 1e and data not
shown).
Taken together, these results indicate that autophagy is
required – but not sufficient – for the ICD-associated release
of ATP. Rather, it appears that only the combination of
autophagy and apoptosis-related processes (such as cas-
pase activation) allows for ATP secretion in the course of ICD.
Involvement of Rho-associated, coiled-coil containing
protein kinase 1 (ROCK1) and PANX1 channels in
ICD-associated ATP release. To gain further insights
into the mechanisms whereby some (but not all) chemo-
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therapeutics induce the release of ATP by cancer cells as
they kill them, we performed a chemical screen. Thus, U2OS
cells were treated with 1530 distinct chemicals from the ICCB
Known Bioactives Library or the US-Drug Collection (encom-
passing most US Food and Drug Administration-approved
and some experimental drugs), alone or in combination with
MTX, for 18 h, stained with quinacrine and then analyzed by
automated, quantitative epifluorescence microscopy
(Figure 2a). This screen led to the identification of several
compounds that are capable of preventing the MTX-triggered
loss of quinacrine-dependent fluorescence (Figure 2b):
monensin, which blocks intracellular trafficking and exocy-
tosis;38 blebbistatin, which inhibits myosin II, thereby
blocking the apoptosis-associated blebbing of the plasma
membrane;39 Y-27632, which inhibits ROCK1,40 a protein
that – upon cleavage by caspase-3 – participates in apoptotic
blebbing;41,42 and mefloquine, which inhibits PANX1 chan-
nels.43 Subsequent validation experiments confirmed that
monensin, blebbistatin and several chemically-unrelated
inhibitors of ROCK1 (i.e., Y-27632, bearing with a central
aminoethyl group, and H-1152, characterized by a central
sulfonyl junction) and PANX1 (i.e., the synthetic quinine
analogue mefloquine and the disulfonic stilbene deriva-
tives 4,40-diisothiocyano-2,20-stilbenedisulfonic acid (DIDS)
and 4-acetamido-4-isothiocyano-stilbene-2,2-disulfonic acid
(SITS)) blunt the loss of quinacrine fluorescence as triggered
in U2OS cells by MTX (Figure 2c). Similar results were
obtained when intracellular ATP levels were measured by
means of a commercial, luciferase-based kit (Figure 2d) as
well as by an alternative ATP-sensitive fluorochrome,
Bodipy-ATP38 (Supplementary Figure 3). In addition, the
ICD-associated release of ATP was inhibited by a panel of
distinct pannexin (and connexin) inhibitors (Supplementary
Figure 4). Finally, the small-interfering RNA (siRNA)-
mediated depletion of ROCK1 or PANX1 as well as that of
SLC17A9, a protein involved in the exocytosis of ATP-
containing vesicles (also known as vesicular nucleotide
transporter, VNUT),44 inhibited ATP secretion by U2OS cells
Figure 1 Intra- and extracellular ATP levels in the course of immunogenic cell death. (a and b) Human osteosarcoma U2OS cells were maintained in control conditions
(Co) or treated with 30 mM 2-deoxyglucose (2-DG), 2 mg/ml antimycin A (AA), 150, 300 or 600mM oxaliplatin (OXA) or 1, 2 or 4 mM mitoxantrone (MTX, 4mM when not
otherwise indicated), alone or combined with 50 mM Z-VAD-fmk (Z-VAD) for 24 h, and then co-stained for the cytofluorometric detection of intracellular ATP (with quinacrine,
green fluorescence) and phosphatidylserine exposure (with PE-conjugated AnnexinV, red fluorescence). Representative dot plots and quantitative data (means±S.E.M.,
n¼ 3) are reported. *Po0.05, ***Po0.001 (Student’s t-test), as compared with cells maintained in Co conditions; ##Po0.01 (Student’s t-test), as compared with cells treated
with 4mM MTX only. (c and d) U2OS cells were maintained in Co conditions or treated with 4mM MTX for 18 h, and then co-stained for the cytofluorometric detection of plasma
membrane integrity (with DAPI, blue fluorescence), mitochondrial transmembrane potential (with TMRM, red fluorescence) and phosphatidylserine exposure (with FITC-
conjugated AnnexinV, green fluorescence). DAPI cells were then sorted according to TMRM and FITC signals, as indicated (c) and either immediately lysed for the
assessment of intracellular ATP levels or re-placed in culture for 1 h, followed by the quantification of ATP secretion in culture supernatants (d). Representative dot plots and
quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported. *Po0.05 (Student’s t-test) as compared with cells in gate Ø. (e) Murine fibrosarcoma MCA205 cells stably transfected
with either a scrambled (SCR) or an Atg5-targeting shRNA (Atg5KD) were maintained in Co conditions or treated with 4 mM MTX alone or in combination with 3mM ARL67156
(ARL) for the indicated time, followed by the assessment of ATP secretion into culture supernatants. Quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported. *Po0.05
(Student’s t-test) as compared with cells maintained in Co conditions or treated with ARL only for 48 h
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responding to MTX (Figure 2e, Supplementary Figure 5),
confirming the results obtained with pharmacological
inhibitors.
Although pharmacological inhibitors of ROCK1, PANX1 or
myosin II interfered with ATP release as induced byOXA, they
failed to prevent OXA-triggered apoptosis and were unable to
interfere with the pre-apoptotic exposure of CRT on the cell
surface and the post-apoptotic release of HGMB1 associated
with ICD (Supplementary Figure 6). Moreover, ROCK1,
PANX1 and myosin II inhibitors failed to alter autophagy,
both in baseline conditions and following the administration of
OXA (Supplementary Figure 6), suggesting that these factors
act downstream of autophagy to mediate the ICD-associated
release of ATP. Importantly, the inhibition of ROCK1, PANX1
or myosin II suppressed the capacity of MTX to elicit ICD, as
evaluated in vaccination experiments. Thus, the subcuta-
neous administration of CT26 colon carcinoma and MCA205
fibrosarcoma cells treated with MTX alone did protect
haplocompatible BALB/c and C57Bl/6 mice, respectively,
against a subsequent challenge with live tumor cells of the
same type (Supplementary Figure 7). However, CT26 and
MCA205 cells succumbing toMTX in the presence of ROCK1,
PANX1 or myosin II inhibitors became unable to successfully
vaccinate mice against cancer (Supplementary Figure 7).
Collectively, these data point to an essential role for both
apoptotic blebbing (which depends on ROCK1 and myosin II)
and PANX1 channels in ICD-associated ATP release.
PANX1 channels operate independently from autophagy.
A panel of distinct chemotherapeutic agents provoked the
translocation of PANX1 to the outer leaflet of the plasma
membrane, rendering it detectable by immunofluorescence
microscopy upon cell surface staining. Thus, although untreated
U2OS cells failed to stain positively for cell surface PANX1,
chemotherapy-treated cells exhibited a punctuate PANX1-
specific staining, a phenomenon that was completely sup-
pressed by Z-VAD-fmk (Figures 3a and b). Next, we generated
MCA205 cells that express tPANX1 under the control of the
Figure 2 Chemical library screen for the identification of ATP release inhibitors.
(a and b) Human osteosarcoma U2OS cells were treated with 1530 compounds
from the ICCB Known Bioactives Library (final concentration 30 mM) or the US-Drug
collection (final concentration 1mM), alone or combined with 4 mM mitoxantrone
(MTX), for 18 h, and then stained for the fluorescence microscopy-assisted
detection of nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence) and ATP-containing
vesicles (with quinacrine, green fluorescence). Representative images (scale
bar¼ 10mm) and quantitative data are reported. Each dot represents the
normalized mean quinacrine fluorescence associated with one compound alone
(x axis) and combined with MTX (y axis). (c and d) U2OS cells were maintained in
control (Co) conditions or treated with 60 mM Y-27632, 2mM H-1152, 25mM
blebbistatin (Bleb), 5 mM monensin (Mon), 10mM 4,40-diisothiocyano-2,2’-
stilbenedisulfonic acid (DIDS), 10 mM 4-acetamido-4-isothiocyano-stilbene-2,2-
disulfonic acid (SITS) and 10mM mefloquine (Meflo), alone or combined with 4mM
MTX, for 18 h, and then stained for the cytofluorometric (c) or luminometric (d)
quantification of ATP levels. Quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are
reported. #Po0.05 (Student’s t-test) as compared with cells treated with MTX only.
(e) U2OS cells were transfected with a non-targeting siRNA (siUNR) or with the
indicated siRNAs for 48 h, and then maintained in Co conditions or treated with 4mM
MTX for additional 18 h. Eventually, ATP release in culture supernatants was
monitored by a luciferase-based test. #Po0.05, ##Po0.01 (Student’s t-test) as
compared with siUNR-transfected cells treated with MTX only
Mechanistic study of ICD-associated ATP release
I Martins et al
82
Cell Death and Differentiation
Figure 3 ATP release through PANX1 channels. (a and b) Human osteosarcoma U2OS cells were maintained in control conditions (Co) or treated with 2mM mitoxantrone
(MTX), 300mM oxaliplatin (OXA) and 75mM cisplatin (CDDP), alone or in combination with 50 mM Z-VAD-fmk (Z-VAD-fmk), for 18 h, and stained for the fluorescence
microscopy-assisted detection of nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence) and PANX1 at the cell surface (green fluorescence). Representative images (scale
bar¼ 10mm) and the % of cells exhibitingo3 orZ3 PANX1 dots are reported (means±S.E.M., n4100 cells). #Po0.05 (Student’s t-test) as compared with cells treated
with MTX, OXA or CDDP only. (c–e) Murine fibrosarcoma MCA205 cells stably transfected with a construct coding for truncated PANX1 (tPANX1) under the control of a
cumate-inducible promoter or with the corresponding empty vector were maintained in Co conditions or treated with 15 or 30 mM Y-27632, 5 or 10mM blebbistatin (Bleb), 2.5 or
5mM monensin (Mon), 5 or 10mM 4,40-diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic acid (DIDS) or 25 or 50mM Z-VAD-fmk (Z-VAD) for 4 h, and then exposed or not to cumate for
additional 48 h. Finally, cells were processed for the cytofluorometric detection of YO-PRO-1 and DAPI uptake (c and d) and ATP concentration in supernatants was assayed
by a luciferase-based assay (e). Representative dot plots and quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported. #Po0.05, ##Po0.01 (Student’s t-test) as compared
with cells treated with cumate only
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cumate-inducible promoter.45 The administration of cumate to
tPANX1-transfected, but not to control, MCA205 cells rendered
them permeable to the small fluorescent dye YO-PRO-1, but not
to the vital dye DAPI (Figure 3c), in line with the previously
reported capacity of tPANX1 to promote a selective permeabi-
lization of the plasma membrane.32–34 The expression of
tPANX1 drove a YO-PRO-1 influx coupled to an ATP efflux
that could be inhibited in a dose-dependent manner by
monensin and DIDS but not by Y-27632, blebbistatin and
Z-VAD-fmk (Figures 3d and e), confirming the specificity of this
panel of inhibitors.
The depletion of the essential autophagic factor ATG5
failed to affect the translocation of endogenous PANX1 to the
surface of chemotherapy-treated U2OS cells (Figure 4a).
Along with similar lines, CT26 cells stably depleted of Atg5 or
Atg7 normally accumulated YO-PRO-1 upon exposure to
OXA in vitro (Figure 4b). The expression of tPANX1
as triggered by cumate did not stimulate autophagy, as
evaluated by the electrophoretic mobility of the autophagic
factor LC346 (Figure 4c) and by assessing the redistribution of
a green fluorescent protein (GFP)-LC3 chimera into cytoplas-
mic dots (data not shown). Moreover, the depletion of ATG5,
ATG7 and Beclin 1 (BCN1, another protein with a prominent
role in autophagy) failed to affect YO-PRO-1 influx into
and ATP efflux from MCA205 cells expressing tPANX1 in
response to cumate (Figures 4d and e). Similarly,
genetic inhibition of autophagy did not prevent the influx of
YO-PRO-1 and the secretion of ATP as triggered in
U2OS cells by the constitutive overexpression of tPANX1
(Supplementary Figure 8). Thus, there is no direct cause-
effect relationship between the opening of PANX1 channels
and autophagy.
Altogether, these results indicate that PANX1 channels,
which are required for ICD, mediate ATP secretion in an
autophagy-independent manner.
Essential role for LAMP1 in ICD-associated ATP release.
To gain further insights into the autophagy-dependent mechan-
isms accounting for the ICD-associated secretion of ATP, we
monitored the subcellular localization of ATP. To this aim,
U2OS cells were co-stained with the ATP-sensitive dye
quinacrine and organelle-specific fluorochromes, then analyzed
by confocal fluorescence microscopy in baseline conditions or
upon exposure to OXA. Only a minority of quinacrine-stained
vesicles co-localized with mitochondrion- or ER-specific mar-
kers, both in untreated and in chemotherapy-treated U2OS
cells. Conversely, in control conditions, most quinacrine-labeled
vesicles were co-stained by a lysosome-specific acidophilic dye
(LysoTracker Red). After the administration of OXA, the co-
localization between quinacrine and either LysoTracker Red or
DQ Red BSA (a marker of degradative cell compartments) was
significantly reduced (Figures 5a and b and Supplementary
Figure 9). Moreover, the destruction of lysosomes by means of
glycyl-L-phenylalanine 2-naphthylamide, a lysosome-disrupting
Figure 4 Autophagy-independent ATP release through PANX1 channels. (a) Human osteosarcoma U2OS cells were transfected with a non-targeting siRNA (siUNR) or
with a siRNA specific for ATG5 for 48 h, then maintained in control (Co) conditions or treated with 300mM oxaliplatin (OXA) for additional 18 h. Finally, cells were processed for
the immunofluorescence microscopy-assisted detection of PANX1 at the cell surface. The percentage of cells exhibiting Z3 PANX1 dots are reported (means±S.E.M.,
n4100 cells). ns, non-significant (Student’s t-test) as compared with siUNR-transfected, OXA-treated cells. (b) Murine fibrosarcoma MCA205 cells stably transfected with
either a scrambled (SCR) shRNA or shRNAs targeting Atg5 (Atg5KD) or Atg7 (Atg7KD) were maintained in Co conditions or treated with 75, 150 or 300mM OXA for 18 h,
followed by the cytofluorometric detection of YO-PRO-1 and DAPI uptake. Quantitative data are reported (means±S.E.M., n¼ 3). ns, non-significant (Student’s t test) as
compared with equally treated SCR cells. (c) Murine fibrosarcoma MCA205 cells stably transfected with a construct coding for truncated PANX1 (tPANX1) under the control of
a cumate-inducible promoter or with the corresponding empty vector were treated or not with cumate (Cu) for 48 h, followed by the immunoblotting-assisted detection of
the indicated autophagic markers. b-actin levels were monitored to ensure equal lane loading. (d and e) MCA205 cells stably transfected with a plasmid-encoding tPANX1 or
the corresponding empty vector were left untransfected (UNT) or transiently transfected with a non-targeting siRNA (siUNR) or with the indicated autophagy-modulatory
siRNAs for 48 h, and then exposed or not to cumate for additional 48 h. Eventually, cells were subjected to the cytofluorometric detection of YO-PRO-1 and DAPI uptake,
whereas ATP levels in culture supernatants were quantified by means of a luciferase-based assay. Quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported. ns, non-significant
(Student’s t-test) as compared with UNT cells treated with cumate only
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cathepsin C substrate,47 drastically reduced the intensity of
quinacrine fluorescence, while leaving the ER and mitochondria
morphologically intact (Figures 5c and d). Further supporting
the preference of quinacrine for lysosomes, untreated U2OS
cells exhibited a preponderant co-localization between quina-
crine and an LAMP1–red fluorescent protein (RFP) fusion
protein,48 which is specifically found in lysosomes, and such co-
localization was reduced upon exposure to MTX and OXA but
not to rapamycin (Figures 6a and b). Concomitantly, OXA, MTX
and rapamycin all promoted the co-localization of quinacrine
with a RFP-LC3 chimera49 that marks autophagosomes and
autolysosomes (Figures 6c and d). Of note, the fraction of ATP-
repleted (that is quinacrineþ ) LAMP1-RFPþ vesicles
decreased upon the administration of OXA (Figures 6e and
f). This phenomenon was exacerbated by the siRNA-mediated
depletion of ATG5, indicating that lysosomes require autophagy
for preserving luminal ATP levels.
Taken together, these findings suggest that lysosomes and
autophago(lyso)somes directly participate in the trafficking
and/or maintenance of the intracellular ATP pool. Further
substantiating this possibility, we found that the depletion
of LAMP1, a lysosomal protein that is dispensable for
autophagy,50 abolishes ATP secretion by U2OS cells
exposed to MTX or OXA (Figures 7a–c). The knockdown of
vesicle-associated membrane protein 1 (VAMP1, also known
as synaptobrevin 1), which is known to have a non-redundant
role in exocytosis,51 also inhibited ATP release in this system,
similar to the depletion of ATG5 and BCN1 (Figure 7b).
Importantly, MTX or OXA induced the translocation of LAMP1
to the cell surface, as determined by immunofluorescence
microscopy upon the staining of non-permeabilized cells with
a specific antibody. The translocation of LAMP1 to the
surface of MTX- or OXA-treated, yet viable (DAPI ), U2OS
cells, which could be detected either as a standalone
Figure 5 Co-localization between ATP-containing vesicles and lysosomes. (a–d) Human osteosarcoma U2OS cells were maintained in control conditions (Co), incubated
with 600mM oxaliplatin (OXA) for 18 h (a and b) or with 300mM glycyl-L-phenylalanine 2-naphthylamide (GPN) for 15 min (c and d), and then co-stained for the fluorescence
microscopy-assisted visualization of nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence), ATP-containing vesicles (with quinacrine, green fluorescence) and mitochondria
(with MitoTracker Red), lysosomes (with LysoTracker Red) or the endoplasmic reticulum (with ERTracker Red). Representative images (scale bar¼ 10mm), representative
fluorescent signals along randomly assigned a-o axes and quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported. *Po0.05, ***Po0.001 (Student’s t-test) as compared
with cells maintained in Co conditions
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phenomenon or combined with the exposure of PS, was
inhibited by Z-VAD-fmk but neither by ROCK1 inhibitors such
as Y-27632 and H1152 nor by blebbistatin (Figures 7d and e
and Supplementary Figure 10). Accordingly, the knockdown
of PANX1 (but not that of ROCK1, ATG5, ATG7 or BCN1)
significantly reduced the LAMP1 exposure on the surface of
U2OS cells responding to OXA (Figure 7f). Similarly, the
depletion of LAMP1 inhibited the OXA-induced translocation
of PANX1 to the outer leaflet of the plasma membrane
(Figure 7g), pointing to an unexpected link between PANX1
activation and lysosomal traffic.
Altogether, these results indicate that a pool of intracellular
ATP distributes between lysosomes and autolysosomes and
suggest that the lysosomal protein LAMP1 has an essential
role in ICD-associated ATP secretion, correlating with its
caspase- and PANX1-dependent translocation to the cell
surface.
Discussion
The findings presented in this paper reveal an unexpected
complexity in the mechanisms that underpin the secretion of
ATP by cancer cells undergoing ICD.
Our results are compatible with the widely accepted model
suggesting that the cleavage of PANX1 by caspases is
required for its activation.32–34 Surprisingly, however, the
Figure 6 Chemotherapy-induced ATP redistribution into autophago(lyso)somes. (a–d) Human osteosarcoma U2OS cells stably transfected with a plasmid coding for a
LAMP1-RFP (a and b) or a RFP-LC3 (c and d) chimera were maintained in control conditions (Co) or treated with 600mM oxaliplatin (OXA), 4 mM mitoxantrone (MTX) or 1mM
rapamycin (RAPA) for 18 h, and then processed for the fluorescence microscopy-assisted visualization of nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence), ATP-containing
vesicles (with quinacrine, green fluorescence) and LAMP1-RFP (a and b) or RFP-LC3 (c and d; both emitting in red). Representative images (scale bar¼ 10mm),
representative fluorescent signals along randomly assigned a-o axes and quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported. *Po0.05, **Po0.01 (Student’s t-test)
as compared with cells maintained in Co conditions. (e and f) U2OS cells stably expressing LAMP1-RFP were transfected with a non-targeting siRNA (siUNR) or with a siRNA
targeting ATG5 for 48 h, and then were either maintained in Co conditions or treated with 300 or 600mM OXA for additional 18 h. Finally, cells were processed for the
fluorescence microscopy-assisted visualization of nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence), ATP-containing vesicles (with quinacrine, green fluorescence) and LAMP1-
RFP (emitting in red). Representative images (scale bar¼ 10mm) and quantitative data on the % of the LAMP1-RFPþ intracellular surface not stained with quinacrine
(means±S.E.M., n¼ 3) are reported. *Po0.05 (Student’s t-test) as compared with siUNR-transfected cells maintained in Co conditions; #Po0.05 (Student’s t-test) as
compared with siUNR-transfected cells treated with the same dose of OXA
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Figure 7 Lysosomes and autophago(lyso)somes participate in the trafficking and/or in the maintenance of the intracellular ATP pool. (a–c) Human osteosarcoma U2OS
cells were transfected with a non-targeting siRNA (siUNR) or with the indicated siRNAs for 48 h, and then maintained in control conditions (Co) or treated with 4 mM
mitoxantrone (MTX) or 300mM oxaliplatin (OXA) for additional 18 h. Finally, cells were processed for the fluorescence microscopy-assisted visualization of nuclei (with Hoechst
33342, blue fluorescence), ATP-containing vesicles (with quinacrine, green fluorescence) or LAMP1 (revealed with an secondary antibody emitting in red)
(a and b), and ATP levels in culture supernatants assessed by a luciferase-based test (c). Representative images (scale bar¼ 10mm) and quantitative data (means±S.E.M.,
n¼ 3) are reported. #Po0.05 (Student’s t-test), as compared with siUNR-transfected cells treated with MTX or OXA, as appropriate. (d and e) U2OS cells were maintained in
Co conditions or treated with 1 mM rapamycin (RAPA), 150 or 300mM OXA, or 2 or 4 mM MTX, alone or in combination with 50mM Z-VAD-fmk (Z-VAD), for 18 h. Thereafter,
LAMP1 exposure (with a LAMP1-specific antibody revealed in red), phosphatidylserine externalization (with FITC-conjugated AnnexinV, green fluorescence) and cell death-
associated plasma membrane permeabilization (with DAPI, blue fluorescence) were monitored by flow cytometry. Quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported.
#Po0.05 (Student’s t-test), as compared with cells treated with an equivalent concentration of OXA or MTX in the absence of Z-VAD. (f and g) U2OS cells were transfected
with siUNR or with the indicated siRNAs for 48 h, and then either left untreated (Co) or exposed to 300mM OXA for 18 h. Finally, either LAMP1 exposure (with a LAMP1-
specific antibody revealed in red), and cell death-associated plasma membrane permeabilization (with DAPI, blue fluorescence) was assessed by cytofluorometry (f), or
PANX1 exposure was determined by immunofluorescence microscopy (g). Quantitative data (means±S.E.M., n¼ 3) are reported. #Po0.05 (Student’s t-test), as compared
with siUNR-transfected cells treated with OXA
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broad-spectrum caspase inhibitor Z-VAD-fmk not only did
reduce the channel activity of PANX1, but also affected its
subcellular localization. The amount of immunofluorescence-
detectable PANX1 increased at the surface of cells exposed
to ICD inducers, and this effect was strictly caspase
dependent. Nonetheless, the knockdown of either ATG5 or
ATG7, an autophagy-inhibitory manipulation that strongly
inhibits ICD-associated ATP secretion, failed to influence the
surface exposure and activation state of PANX1. This held
true in two distinct models, that is, the caspase-dependent
activation of PANX1 as triggered by ICD inducers and the
inducible expression of an artificially truncated variant of
PANX1 (tPANX1), de facto mimicking the effect of caspase
activation. In both these models, the inhibition of autophagy
failed to prevent the selective increase in the permeability of
the plasma membrane to the small fluorophore YO-PRO-1.
It is generally assumed that ATP freely distributes in the
cytosol at a concentration of 1–10mM52 and that the opening
of channels across the plasma membrane would allow for its
passive diffusion into the extracellular space.53 Our observa-
tions are at odds with this view. Indeed, the caspase-induced
formation as well as the transfection-enforced expression of
tPANX1 increased the permeability of the plasma membrane
to YO-PRO-1 in both wild-type and autophagy-deficient cells,
yet ATP was efficiently released only by the former. As the
total amount of intracellular ATP is not reduced in autophagy-
deficient cells, neither in baseline conditions nor upon
exposure to chemotherapy,23 these results imply that the
sole presence of open PANX1 channels is not sufficient for
ATP release.
In line with this notion, we found that a substantial fraction of
intracellular ATP is present in cytoplasmic vesicles rather than
in the cytosol, explaining why it cannot diffuse freely across
open PANX1 channels. ATP-containing vesicles turned
out to stain positively for lysosomal markers including
LAMP1, especially in baseline conditions, an observation that
has previously been reported for several cell types.35,54
In response to chemotherapy, approximately half of
ATP-containing cytoplasmic vesicles maintained their co-
localization with LAMP1, yet most of them became positive for
RFP-LC3, indicating that in these conditions ATP redistributes
to autophagosomes and autolysosomes.
The depletion of LAMP1 as well as that of the lysosomal
SNAP receptor (SNARE) VAMP1 and other SNAREs involved
in exocytosis (such as VAMP7)30 inhibited ICD-associated
ATP release in vitro, supporting the notion that lysosomal
exocytosis would provide a major contribution to this process.
Indeed, a substantial fraction of cells responding to
chemotherapy in vitro exposed LAMP1 on the cell surface
as it externalized PS residues, in line with the hypothesis that
lysosomes fuse with the plasma membrane during the
apoptotic process.55 In this setting, the depletion of essential
autophagic factors including AT5, ATG7 and BCN1 failed to
affect the translocation of LAMP1 to the outer leaflet of the
plasma membrane, meaning that autophagy is not required
for lysosomal exocytosis. In sharp contrast, the knockdown of
PANX1 prevented LAMP1 from translocating to the plasma
membrane, and vice versa LAMP1 depletion interfered with
the externalization of PANX1. Moreover, both PANX1 and
LAMP1 were unable to translocate to the plasma membrane
in the presence of the broad-spectrum caspase inhibitor
Z-VAD-fmk. Altogether, these results suggest that lysosomal
exocytosis is essential for the ICD-associated secretion of
ATP and that PANX1 contributes to this process through yet-
to-be determined mechanisms.
Interestingly, the inhibition or depletion of ROCK1 and
myosin II reduced the release of ATP from cells exposed to
ICD inducers. Thus, the apoptotic blebbing of the plasma
membrane appears to be required for ICD-associated ATP
secretion, yet could not be connected to any other mechan-
istic module involved in this process. Indeed, blebbing
inhibitors failed to interfere with PANX1 translocation/activa-
tion, autophagy and lysosomal exocytosis. Vice versa, the
inhibition of PANX1, autophagy and lysosomal exocytosis did
not affect blebbing. Hence, blebbing may constitute the very
last step in the cascade of events that mediate the ICD-related
secretion of ATP, operating downstream of PANX1 channel
opening, autophagy and LAMP1 translocation. Formal
evidence in support of this hypothesis is still missing.
An important question that remains to be addressed in
further detail concerns the contribution of autophagy to
ATP release. The suppression of autophagy indeed did
not affect PANX1 channel function and the relocalization of
LAMP1 to the cell surface. Nonetheless, ATP redistributes to
bona fide autophago(lyso)somes in response to ICD inducers,
at least in vitro. As a possibility, such an autophagy-
dependent redistribution of ATP may favor the transport of
ATP-containing vesicles to the cell periphery, yet is not
required for the exocytosis of LAMP1þ vesicles that do not
contain ATP.
Figure 8 Mechanism of ATP secretion during immunogenic cell death (ICD).
ICD inducers such as mitoxantrone and oxaliplatin simultaneously activate various
cytoprotective and cytotoxic signaling pathways, including the endoplasmic
reticulum (ER) stress response, which is responsible for the exposure of calreticulin
(CRT) on the cell surface; the caspase cascade, which – among various pro-
apoptotic functions – mediates cell blebbing as well as the activation of pannexin 1
(PANX1); and autophagy, which is required for the trafficking/maintenance of
vesicular ATP pools. A complex crosstalk among all these signaling modules
appears to be required for the ICD-associated release of ATP
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Altogether, our findings reveal a surprisingly complex
pathway that mediates the ICD-associated secretion of
ATP (Figure 8), involving molecules that are essential for
apparently distinct processes such as autophagy (i.e., ATG5,
ATG7 and BCN1), lysosomal exocytosis (i.e., LAMP1,
VAMP1), apoptosis (i.e., caspases), membrane blebbing
(i.e., ROCK1, myosin II) and plasma membrane permeabili-
zation (i.e., PANX1). Molecular defects in any of these
systems are sufficient to abolish the in of ATP from cells
exposed to ICD inducers, meaning that alterations in
autophagy, lysosomal function, caspase activation, mem-
brane blebbing and plasma membrane permeabilization
might all contribute to the development of therapy-resistant
neoplasms.
Materials and Methods
Chemical, cell lines and culture conditions. Unless otherwise
indicated, media, antibiotics and supplements for cell culture were purchased
from Gibco-Life Technologies (Carlsbad, CA, USA), plasticware from Corning B.V.
Life Sciences (Schiphol-Rijk, the Netherlands) and chemicals from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). H-1152 was purchased from Alexis Biochemicals
(San Diego, CA, USA), benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone
(Z-VAD-fmk) from Bachem (Bubendorf, Switzerland), G418 sulfate from
Calbiochem (San Diego, CA, USA), and puromycin and zeocin from Invivogen
(San Diego, CA, USA). Murine colon carcinoma CT26 cells (MHC Class I
haplotype H-2d, syngenic to BALB/c mice), murine fibrosarcoma MCA205 cells
(MHC Class I haplotype H-2b, syngenic to C57Bl/6 mice) and their derivatives
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum, 10 mM HEPES buffers, 10 U/ml penicillin sodium and 10 mg/ml
streptomycin sulfate, whereas human osteocarcoma U2OS cells and their
derivatives were maintained in DMEM supplemented as above. U2OS cells stably
co-expressing GFP-LC3 or HMGB1-GFP56 were maintained under 200mg/ml
G418 selective pressure. U2OS cells engineered for the stable expression of a
CRT–GFP fusion17 were cultured in the continuous presence of 100mg/ml zeocin.
Control (SCR), Atg5KD and Atg7KD MCA205 cells23 were maintained under
5mg/ml puromycin selection. To obtain cells stably expressing GFP-LC3, RFP-
LC3, H2B-RFP or LAMP1-RFP chimeras, the corresponding constructs (Addgene,
Cambridge, MA, USA) were transfected into U2OS cells using the Lipofectamine
2000 transfection reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), following the
manufacturer’s recommendations. Transfected cells were then maintained under
500mg/ml G418 selection, and GFP- or RFP-expressing cells were cloned by
cytofluorometry and amplified.
RNA interference and transfections. siRNAs specific for murine Atg5
(sense 50-CAUCAACCGGAAACUCAUdTdT-30), murine Atg7 (sense 50-AGUUUC
CAGUCCGUUGAAdTdT-30), human ATG5 (sense 50-CCUUUGGCCUAAGAAGA
AAdTdT-30), human ATG7 (sense 50-CGACUUGUUCCUUACGGAAdTdT-30)
human BCN1 (sense 50-CAGUGGAUCUAAAUCUCAAdTdT-30), human LAMP1
(siLAMP1a sense 50-CGAGAAAUGCAACACGUUAdTdT-30; siLAMP1b sense,
50-GGAAUCCAGUUGAAUACAAdTdT-30), human ROCK1 (siROCK1a sense
50-GCCGCCGGGACCCAACUAUdTdT-30; siROCK1b sense 50-CAGCCAUCACU
AUCAAGAUdTdT-30; siROCK1c sense 50-GACUAUACAAAACUAUUUUdTdT-30)
and human VAMP1 (sense 50-GGACAUCAUGCGUGUGAAUdTdT-30), as well
as a siRNA unrelated to the murine and human genome (siUNR, sense 50-GCC
GGUAUGCCGGUUAAGUdTdT-30)57 were purchased from Sigma-Proligo (Wood-
lands, TX, USA). In addition, pre-designed commercial siRNAs specific for murine
Bcn1 (sc-29798) and human SLC17A9 (best known as VNUT; sc-72740)
were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Cells
(at 30–40% confluence) were transfected with siRNAs by means of the HiPerFect
transfection reagent (Qiagen, Hilden, Germany) as instructed per manufacturer’s
instructions, and were used in experimental determinations no earlier than 48 h
after transfection, when target downregulation was monitored by immunoblotting
(see below). Transient plasmid transfections were carried out by means of the
Lipofectamine 2000 transfection reagent.
Inducible expression of tPANX1. The sequence coding for PANX1
residues 1–371 coupled to a Flag tag (DYKDDDDK) was amplified from a
pEBB-Flag vector encoding the PANX1 site B mutant (kindly provided by Dr. Kodi
S Ravichandran, Carter Immunology Center, University of Virginia, Charlottesville,
VA, USA) by means of the following primers: 50-ATGCTAGCATGGCCATCGCTC
AACTG-30 and 50-CAATTTCGAAGTCGGTACCTCACTTGTCATCG-30. The PCR
product was digested with BstBI and NheI-HF (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) and inserted into the pCDH-CuO-MCS-EF1-CymR-T2A-Puro All-in-one
inducible lentiviral vector (System Biosciences, Mountain View, CA, USA), fused to
a hemagglutinin tag. Pseudotyped lentiviral particles coding for tPANX1 were
produced with the ViraPower Lentiviral Packaging Mix (Life Technologies),
following standard protocols. MCA205 cells were infected with lentiviral vectors at
a multiplicity of infection of five in complete culture medium supplemented with
5 mg/ml polybrene overnight. The lentivirus-containing medium was removed and
infected cells were allowed to recover in fresh medium for 24 h before the addition
of 5mg/ml puromycin as a selection antibiotic. One week later, single-cell clones
were isolated on a FACSVantage cytofluorometer (Becton Dickinson, San Jose´,
CA, USA), amplified and screened for constitutive Flag or hemagglutinin (tPANX1)
expression.
Immunoblotting. For immunoblotting, approximately 1 106 cells were
washed with cold PBS and lysed following standard procedures.58 To this aim,
50mg of proteins were separated according to molecular weight on NuPAGE
Novex Bis-Tris 4–12% pre-cast gels (Life Technologies) and electrotransferred to
nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Unspecific binding sites
were blocked by incubating membranes for 1 h in 0.05% Tween-20 (v/v in TBS)
supplemented with 5% non-fat powdered milk or bovine serum albumin, followed
by overnight incubation at 4 1C with primary antibodies specific for: ATG5
(Sigma-Aldrich), ATG7 (Sigma-Aldrich), BCN1 (Santa-Cruz Biotechnology),
GAPDH (Millipore, Billerica, MA, USA), LC3B (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA), p62 (Abnova, Taipei, Taiwan), ROCK1 (Biosciences, San
Diego, CA, USA) or VNUT (Santa-Cruz Biotechnology). Equal lane loading was
monitored by probing membranes with antibodies specific for b-actin (Millipore-
Chemicon International, Temecula, CA, USA) or GAPDH (Millipore-Chemicon
International). Primary antibodies were detected with appropriate horseradish
peroxidase-labeled secondary antibodies (Southern Biotechnologies Associates,
Birmingham, UK) and were revealed on a ImageQuant LAS 4000 software-
assisted imager (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) upon incubation with the
SuperSignal West Pico reagent (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) or
the ECL Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare).
Cell death and membrane permeability assays. Apoptotic cell death
was monitored by virtue of PS exposure and the uptake of the vital dye DAPI.59,60
To this aim, cells were washed twice with PBS and resuspended in 1 binding
buffer supplemented with PE- or fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
AnnexinV (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) and DAPI, as per
manufacturer’s instructions. For the assessment of plasma membrane perme-
ability, cells were incubated in culture medium supplemented with 1mM YO-PRO-1
(Molecular Probes-Life Technologies, Eugene, CA, USA) for 30 min at 37 1C.
Cytofluorometric determinations were carried out on a Gallios cytofluorometer
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and data were analyzed by means of the
Kaluza software v. 1.1 (Beckman Coulter) upon gating on events displaying
normal forward scatter and side scatter parameters.
Labeling of vesicular ATP. Vesicular ATP was detected by fluorescence
microscopy or cytofluorometry, as previously described.29 For fluorescence
microscopy studies, cells were loaded with 5 mM quinacrine in Krebs-Ringer
solution (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 0,7 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2,
6 mM glucose and 25 mM HEPES buffer, pH 7.4) for 30 min at 37 1C. Thereafter,
cells were co-stained for 10 min with 1mg/ml propidium iodide (PI) and 10 mM
Hoechst 33342 (both from Molecular Probes-Life Technologies), rinsed with
Krebs-Ringer solution and examined on a confocal SPE microscope equipped with
Apochromat 63 1.3 NA and 40 1.15 NA oil immersion objectives (Leica,
Wetzlar, Germany). The open-source software Image J (freely available at
http://rsbweb.nih.gov/ij/) was used to determine co-localization profiles for
quantitative studies. The percentage of co-localization between LAMP1-RFP or
RFP-LC3 and quinacrine was calculated by means of the Metamorph software v.
6.2r4 (Universal Imaging Corp., Detroit, MI, USA). For cytofluorometric
determinations, cells were loaded with 1 mM quinacrine as described above,
rinsed and resuspended in 1mg/ml PI or, alternatively, loaded with 30 mM Bodipy-
ATP (Life Technologies), following the manufacturer’s recommendations.
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In both cases, fluorescence was acquired on a FACSVantage cytofluorometer and
first-line statistical analyses were performed by means of the CellQuest software
(Becton Dickinson) upon gating on events displaying normal forward scatter and
side scatter parameters.
Cells sorting. One million five hundred thousand U2OS cells were stained
with 150 nM tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM, from Molecular Probes-
Life Technologies) for 30 min at 37 1C, washed twice with cold PBS and
resuspended in 1 binding buffer supplemented with FITC-conjugated Annexin V
(BD Biosciences) and 10mM DAPI, as per manufacturer’s instructions. Cells were
sorted in three sub-populations (DAPIPSTMRMlow; DAPIPSTMRMhigh;
DAPIPSþTMRMlow) on a FACSVantage cytofluorometer and then either
collected for the assessment of intracellular ATP or maintained in culture for
additional 60 min for the quantification of extracellular ATP (see below).
ATP release assays. Extracellular and intracellular ATP levels were
measured by the luciferin-based ENLITEN ATP Assay (Promega, Madison, WI,
USA) and ATP assay (Calbiochem) kits, respectively. ATP-driven chemolumines-
cence was recorded on a FLUOstar OPTIMA FL Plate Reader (BMG Labtech,
Offenburg, Germany).
Cell trackers. Cells were grown in Lab-Tek chambered coverglasses
(NUNC, Roskilde, Denmark). Upon the removal of the culture medium, cells
were incubated with pre-warmed medium containing 500 nM MitoTracker, 500 nM
ER-Tracker, 500 nM Lysotracker or 10 mg/ml DQ Red BSA (all from Molecular
Probes-Life Technologies) for 1 h at 37 1C. Thereafter, cells were rinsed twice with
pre-warmed medium, labeled with quinacrine and Hoechst 33342 and processed
for fluorescence microscopy, as described above.
Analysis of cell-surface-exposed LAMP1. Cells were washed twice
with cold PBS, incubated for 45 min with a PE-conjugated LAMP1-specific antibody
(Biolegend, San Diego, CA, USA) or isotype-matched control antibodies (Biolegend)
in cold blocking buffer (3% fetal bovine serum in PBS). Upon washing in cold PBS,
samples were stained with DAPI and analyzed for the presence of LAMP1 at the
surface of viable (DAPI ) cells on a Gallios cytofluorometer. First-line statistical
analyses were performed by means of the Kaluza software v. 1.1.
Study of cell-surface-exposed PANX1. PANX1 exposure was
assessed by surface immunostaining coupled to fluorescence microscopy.
To this aim, cells grown on Lab-Tek chambered coverglasses were washed in
PBS, incubated with blocking buffer containing an anti-PANX1 antibody (Abcam,
Cambridge, UK) for 30 min on ice, washed again and incubated for 30 min with an
anti-rabbit Alexa Fluor 488 conjugate (Life Technologies). Finally, samples were
fixed with 3.7% paraformaldehyde and 1 mg/ml Hoechst 33342 (w/v in PBS)
and analyzed on a confocal SPE microscope equipped with Apochromat  63 1.3
NA and  40 1.15 NA oil immersion objectives.
Automated high-content videomicroscopy. Eighty thousand CRT-
GFP-, HMGB1-GFP-, GFP-LC3-expressing or wild-type U2OS cells seeded in
poly-L-lysine-coated 96-well Black/Clear Imaging Plates (BD Biosciences) were
pre-treated with compounds from the ICCB Known Bioactives Library (Enzo Life
Sciences, Farmingdale, NY, USA) or the US-Drug collection (Microsource
Discovery Systems, Gaylordsville, CT, USA) at a final concentration of 30 and
2mM, respectively, for 2 h, followed by the administration of 4 mM MTX or an
equivalent volume of PBS. Twenty-four hours later, four to nine viewfields per well
were acquired by means of a BD Pathway 855 imaging station (BD Biosciences)
and images were analyzed for GFP-LC3 dots, CRT-GFP granularity,
ATP secretion or HMGB1-GFP release by using the AttoVision software v. 1.6
(BD Biosciences).
Animal experiments. Animals were maintained in appropriate pathogen-free
conditions and all experiments were conducted in lines with the Federation of
European Laboratory Animal Science Association guidelines, were approved by
the local Ethics Committee (CEEA IRCIV/ IGR n126, registered with the French
Ministry of Research) and were in compliance with the EU 63/2010 directive.
BALB/c (MHC Class I haplotype H-2d) and C57Bl/6 (MHC Class I haplotype H-2b)
mice were obtained from Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France) or Harlan
(Gannat, France), used between 6 and 20 weeks of age and euthanatized when
tumors exceeded 20–25% of the total body mass.
Anti-tumor vaccination experiments. CT26 cells were treated by 2mM
MTX, either alone or upon exposure to 10 mM DIDS, 10mM SITS, 30mM Y-27632,
2mM H-1115 or 50mM blebbistatin, and inoculated 24 h later (3 106 in 200ml
PBS, pH 7.4) s.c. in the lower flank of 6-week-old female BALB/c mice. Seven
days later, 5 105 living CT26 cells (in 200ml PBS, pH 7.4) were inoculated into
the contralateral flank, as previously described.7,8 Similarly, MCA205 cells were
incubated with 1 mM MTX (alone or upon exposure to additional chemicals, as
detailed above) for 24 h and then subcutaneously inoculated (3 105 in 200ml
PBS, pH 7.4) into the lower flank of 6-week-old C57Bl/6 female mice. Seven days
later, 3 104 untreated MCA205 cells (in 200ml PBS, pH 7.4) were inoculated
into the contralateral flank. In both cases, mice were monitored for the appearance
of tumors three times a week for 60 days.
Statistical analyses. Each experiment has been repeated at least three
times, yielding comparable results. Unless otherwise indicated, figures illustrate
quantitative data from one representative experiment (means±S.E.M., n¼ 3
replicate samples). Data were analyzed by means of Prism v. 5.03 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) and Excel 2007 (Microsoft, Rockville, MD, USA).
Statistical significance was assessed by two-tailed Student’s t-tests or log-rank
tests, as appropriate. In all experiments, P-valueso0.05 were considered as
statistically significant.
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Legends to Supplementary Figures 
Supplementary Figure 1. Response of autophagy-competent versus autophagy-deficient 
cells to immunogenic chemotherapy. A. Murine fibrosarcoma MCA205 cells stably 
transfected with a scrambled shRNA (SCR) or a shRNA targeting Atg5 (Atg5KD) were 
maintained in control conditions (Co) or treated with 4 µM mitoxantrone (MTX) or 1 µM 
rapamycin (RAPA) for the indicated time, and then processed for the cytofluorometric 
detection of phosphatidylserine externalization (with FITC-conjugated AnnexinV, green 
fluorescence) and cell death-associated plasma membrane permeabilization (with propidium 
iodide, PI, red fluorescence). Quantitative data (means ± SEM, n = 3) are reported. *p<0.05 
(Student’s t test), as compared to untreated SCR cells; ns = not significant (Student’s t test), 
as compared to equally treated SCR cells. B. Human osteosarcoma U2OS cells stably 
expressing a GFP-LC3 chimera were transfected with a non-targeting siRNA (siUNR) or with 
a siRNA specific for ATG5 for 48 hrs, and then treated as in A. Finally, the GFP-LC3 
aggregation was monitored by fluorescence microscopy. The % of cells displaying 
cytoplasmic GFP-LC3+ dots (GFP-LC3vac cells) is reported (means ± SEM, n = 3). *p<0.05 
(Student’s t test), as compared to untreated siUNR-transfected cells; #p<0.05 (Student’s t 
test), as compared to equally treated siUNR-transfected cells. 
Supplementary Figure 2. Intracellular ATP levels in autophagy-competent versus 
autophagy-deficient cells. A-D. Human osteosarcoma U2OS cells transfected with a non-
targeting siRNA (siUNR) or with siRNAs specific for ATG5 or ATG7 for 48 hrs as well as 
murine colon carcinoma CT26 cells stably transfected with a scrambled shRNA (SCR) or 
with shRNAs targeting Atg5 (Atg5KD) or Atg7 (Atg7KD) were lysed and processed either for 
the immunoblotting-assisted detection of ATG5 and ATG7 (A,B) or for the quantification of 
intracellular ATP levels by means of a luciferase-based assay (C,D). Representative 
 2
immunoblots and quantitative data (means ± SEM, n = 3) are reported. GAPDH levels were 
monitored to ensure equal lane loading. ns, non significant (Student’s t test), as compared to 
siUNR-transfected (C) or SCR (D) cells. 
Supplementary Figure 3. Alternative method for the detection of ATP release by cancer 
cells responding to immunogenic chemotherapy. A,B. Human osteosarcoma U2OS cells 
were maintained in control conditions (Co) or treated with 60 µM Y-27632, 10 µM 
blebbistatin (Bleb), 5 µM monensin (Mon), 10 µM 4,4'-diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic 
acid (DIDS) and 50 µM Z-VAD-fmk (Z-VAD-fmk), alone or combined with 4 µM 
mitoxantrone (MTX), for 18 hrs, and then co-stained for the cytofluorometric detection of 
ATP levels (with BODIPY-ATP, green fluorescence) and apoptotic plasma membrane 
permeabilization (with DAPI, blue fluorescence). Representative dot plots and quantitative 
data (means ± SEM, n = 3) are reported. #p<0.05, ##p<0.01 (Student’s t test), as compared to 
cells treated with MTX only. 
Supplementary Figure 4. Pharmacological inhibition of immunogenic cell death-
associated ATP release. Human osteosarcoma U2OS cells were maintained in control 
conditions (Co) or treated with 1, 5 or 10 µM carbenoxolone disodium salt (CBX), 18β-
glycyrrhetinic acid (GRA), N-ethylmaleimide (NEM), lanthanum (III) chloride (LaCl3), 
probenecid (PROB) or flufenamic acid (FFA), alone or combined with 4 µM mitoxantrone 
(MTX), for 24 hrs, followed by the quantification of ATP secretion in culture supernatants. 
Quantitative data (means ± SEM, n = 3) are reported. #p<0.05 (Student’s t test), as compared 
to cells treated with MTX only.  
Supplementary Figure 5. Genetic inhibition of immunogenic cell death-associated ATP 
release. A,B. Human osteosarcoma U2OS cells were transfected with a non-targeting siRNA 
(siUNR) or with siRNAs specific for ROCK1 (A,D), PANX1 (B,C,E) or SLC17A9 (A,F) for 
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48 hrs. Then, cells were either processed for the immunoblotting-assisted detection of 
ROCK1 and SLC17A9 (A) or optionally treated with 300 µM oxaliplatin (OXA) (B,C) or 4 
µM mitoxantrone (MTX) (D-F) for additional 18 hrs and processed for the fluorescence 
microscopy-assisted visualization of nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence) and cell 
surface-exposed PANX1 (with a specific antibody revealed in green) (B,C) or the 
cytofluorometric quantification of ATP-containing vesicles (with quinacrine, green 
fluorescence) (D,E). Alternatively, the concentration of ATP in culture supernatants was 
quantified by a luciferase-based test (F). Panel A depicts representative immunoblots (β actin 
and GAPDH levels were monitored to ensure equal lane loading). Panel B illustrates 
representative immunofluorescence microscopy images (scale bar = 10 µm). Panels C, D and 
E show the % of cells exhibiting ≥ 3 PANX1 dots (means ± SEM, n > 100 cells) (C) and the 
% of ATP-depleted (quinacrinelow) cells (means ± SEM, n = 3) (D,E). In panel F, 
extracellular ATP levels (means ± SEM, n = 3) are reported. #p<0.05 (Student’s t test), as 
compared to siUNR-transfected cells treated with OXA or MTX only. 
Supplementary Figure 6. No effect of ATP release blockers on immunogenic cell death 
characteristics and autophagy. A-D. Wild-type human osteosarcoma U2OS cells or U2OS 
cells engineered for the stable expression of calreticulin (CRT)-GFP, histone 2B (H2B)-RFP, 
high-mobility group box 1 (HMGB1)-GFP or LC3-GFP chimeras, alone or in the indicated 
combinations, were maintained in control conditions (Co) or treated with 60 µM Y-27632, 2 
µM H-1152, 10 µM blebbistatin (Bleb), 10 µM 4,4'-diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic 
acid (DIDS) and 1 µM rapamycin (RAPA), alone or combined with 300 µM oxaliplatin 
(OXA), for 24 or 48 hrs, as indicated. Thereafter, cells were processed for the fluorescence 
microscopy-assisted visualization of nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence), ATP-
containing vesicles (with quinacrine, green fluorescence) and/or fluorescent chimeras 
(emitting in red or green). Representative images (scale bar = 10 µm) and quantitative data on 
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ATP secretion, CRT exposure, HMGB1 release, nuclear apoptosis and the % of cells 
displaying cytoplasmic GFP-LC3+ dots (GFP-LC3vac cells) (means ± SEM, n = 3) are 
reported. #p<0.05, ns = non significant (Student’s t test), as compared to OXA-treated cells of 
the same type.  
Supplementary Figure 7. Impact of ATP release inhibitors on the immunogenicity of cell 
death. A-C. Murine colon carcinoma CT26 or murine fibrosarcoma MCA205 cells were left 
in control conditions or incubated with 30 µM Y-27632, 2 µM H-1125, 50 µM blebbistatin 
(Bleb), 10 µM 4,4'-diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid (DIDS) or 10 µM 4-acetamido-
4-isothiocyano-stilbene-2,2-disulfonic acid (SITS) for 4 hrs, followed by the administration of 
2 µM or 1 µM mitoxantrone (MTX), respectively, for additional 24 hrs. Thereafter, dying 
CT26 or MCA205 cells were inoculated s.c. in BALB/c (A,C) or C57BL/6 (B,C) mice, 
respectively. In both cases, an equivalent volume of PBS was administered as a negative 
control condition. Mice were re-challenged 7 days later with living cells of the same type and 
tumor incidence was monitored over time. Representative Kaplan-Meier curves and 
quantitative results (means, number of animals indicated) as observed at day 50 post-re-
challenge are reported. #p<0.05 (log-rank test), as compared to animals receiving MTX-
treated cells. ND, not determined.  
Supplementary Figure 8. PANX1 channels and autophagy operate independently from 
each other. A,B. Human osteosarcoma U2OS cells transiently transfected with a construct for 
the constitutive overexpression of Flag-tagged truncated PANX1 (tPANX1) or mock-
transfected were processed for the immunofluorescence microscopy-assisted visualization of 
nuclei (with Hoechst 33342, blue fluorescence) and tPANX1 on the cell surface (revealed 
with a secondary antibody emitting in green) (A) or for the immunoblotting-mediated 
detection of tPANX1 (with a Flag-specific antibody) (B). Representative images (scale bar = 
10 µm) and representative immunoblots are reported. β actin levels were monitored to ensure 
 5
equal lane loading. C,D. U2OS cells were transiently transfected with a non-targeting siRNA 
(siUNR) or with siRNAs specific for the indicated autophagic factors, in combination with 
either a tPANX1-coding construct or a mock transfection for 24 hrs. Thereafter, cells were 
processed for the cytofluorometric assessment of PANX1 activation (with YO-PRO®-1, green 
fluorescence) and cell death-associated plasma membrane permeabilization (with DAPI, blue 
fluorescence) (C), whereas ATP levels in culture supernatants were quantified by means of a 
luciferase-based assay (D). Quantitative data (means ± SEM, n = 3) are reported. ns = non 
significant (Student’s t test), as compared to siUNR-transfected, tPANX1-expressing cells.  
Supplementary Figure 9. Co-localization between ATP-containing vesicles and 
proteolytic cell compartments. Human osteosarcoma U2OS cells were maintained in control 
conditions (Co) or incubated with 75 or 150 µM oxaliplatin (OXA) for 18 hrs, and then 
processed for the fluorescence microscopy-assisted visualization of nuclei (with Hoechst 
33342, blue fluorescence), ATP-containing vesicles (with quinacrine, green fluorescence), 
proteolytic cell compartments (with DQTM Red BSA) and lysosomes (with LysoTracker® 
Red). Representative images (scale bar = 10 µm) and quantitative co-localization data (means 
± SEM, n = 3) are reported. ***p<0.001 (Student’s t test), as compared to cells maintained in 
Co conditions. 
Supplementary Figure 10. Crosstalk between the molecular machinery for blebbing and 
immunogenic cell death-associated ATP release. A-C. Human osteosarcoma U2OS cells 
were transfected with a non-targeting siRNA (siUNR) or with siRNAs specific for the 
indicated proteins for 48 hrs, and then maintained in control conditions (Co) or treated with 
600 µM oxaliplatin (OXA) for additional 6 hrs. Alternatively, untransfected U2OS cells were 
treated with 30 µM Y-27632, 10 µM blebbistatin (Bleb) and 5 µM monensin (Mon), alone or 
in combination with 600 µM OXA for 6 hrs. Thereafter, cells were processed for the the 
quantification of apoptotic cell blebbing by light microscopy. Representative images (scale 
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bar = 10 µm) and quantitative data (means ± SEM, n = 3) are reported). #p<0.05, ns = non 
significant (Student’s t test), as compared to siUNR-transfected (B) or untransfected (C) cells 
treated with OXA. D. U2OS cells were treated with 30 µM Y-27632, 2 µM H-1152, and 10 
µM blebbistatin (Bleb), alone or combined with 600 µM OXA, for 18 hrs, followed by the 
cytofluorometric detection of LAMP1 at the cell surface (revealed with a secondary antibody 
emitting in red) and cell death-associated plasma membrane permeabilization (with DAPI, 
blue fluorescence). Quantitative data (means ± SEM, n = 3) are reported). ns = non significant 
(Student’s t test), as compared to cells treated with OXA only. 
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2. Identification de la chiomiokine CXCL8 dans la voie d’exposition 
de la calréticuline. 
 
Les résultats de l’article d’AQ Sukkurwala et al publiés dans Cell Death and 
Differenciation seront présentés ci-dessous. Il s’intitule « Immunogenic calreticulin 
exposure occurs through a phylogenetically conserved stress pathway involving the 
chemokine CXCL8 » 
 
L’exposition de la calréticuline (CRT) à la surface cellulaire constitue une des 
caractéristiques de la mort cellulaire immunogène, facilitant le recrutement des DCs, de 
la phagocyte des cellules tumorales mourantes par ces dernières et ainsi d’induire la 
réponse T. Cependant les mécanismes impliqués restent méconnus. Dans le travail 
présenté ci-dessous, nous montrons que les phéromones peuvent agir comme 
inducteurs physiologiques de l’exposition de la CRT dans les cellules de levure. 
 
La CRT est exposée physiologiquement à la surface des gamètes et facilite la fertilisation 
chez les mammifères. De façons similaires, nous avons pu observer que les cellules de S. 
cerevisiae présentant une délétion chez l’orthologue de la CRT (Cne1p) possèdent une 
efficacité de reproduction réduite quand elles sont en co-culture avec les cellules 
sauvages (WT) (fig 1a). Ces premiers résultats suggèrent que Cne1p facilite le 
rapprochement des cellules de sexe opposé mais n’intervient cependant pas dans leur 
fusion. Par des expériences de microscopie à fluorescence, nous avons observé qu’une 
mutation du facteur α, qui est normalement une phéromone pour la reproduction, 
empêchait la relocalisation de Cne1p après un traitement par le MTX dans les cellules de 
levure  (fig 1b). Nous avons observé une capacité similaire entre le facteur α et la MTX à 
activer la relocalisation de Cne1p et à activer les voies de signalisation correspondantes. 
Ces résultats préliminaires prouvent que les phéromones de levure ont la capacité 
d’induire l’exposition de Cne1p, l’orthologue de la CRT, à la surface cellulaire pour 
stimuler la reproduction. 
Il est connu que le facteur α agit via un récepteur couplé à la protéine G (GPCR).Nous 
avons de ce fait évalué par marquage de surface cellulaire puis par cytométrie en flux ou 
par microscopie à fluorescence, la capacité de la toxine de la coqueluche (PTX) à inhiber 
l’exposition à la surface cellulaire de la CRT dans les cellules HeLa traitées au préalable 
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par la MTX. En effet, la PTX est connue pour être un inhibiteur à large spectre des GPCRs 
de mammifères. Comme montré dans les figures 2a et 2b, nous observons une grande 
capacité de la PTX à inhiber l’exposition de la CRT après un traitement par la MTX ou 
encore par les rayons UVC. Dans des expériences de vaccination de souris C57Bl/6, nous 
avons confirmé le fait que la PTX empêchait les cellules tumorales mourantes de 
conférer une mort cellulaire immunogène in vivo. En effectuant des recherches plus 
approfondies, notamment en inhibant différents GPCRs ainsi que leurs ligands grâce à 
des expériences de transfection avec les siRNAs correspondants, nous avons montré 
qu’une déplétion de CXCR1 et de son ligand CXCL8 (plus connu comme étant IL-8) 
inhibait l’exposition de la CRT normalement induite par le traitement des cellules HeLa 
par le MTX ou par les UVC (fig 2c). Le rôle essentiel de CXCL8 dans la translocation de la 
CRT à la surface cellulaire a été confirmé par un criblage d’une librairie de siRNA ciblant 
250 protéines impliquées dans le stress et la mort cellulaire, sur des cellules U2OS 
traitées pendant 4h par MTX avant visualisation par microscopie à fluorescence 
automatisée (fig 3a et 3b). Par des expériences de cytométrie en flux, nous avons 
observé qu’un ajout de la protéine CXCL8 recombinante (rCXCL8), mais pas la protéine 
CXCL2 recombinante, à nos cultures cellulaires de HeLa suffit à induire l’exposition de la 
CRT à la surface cellulaire, de manière aussi efficace que la MTX. Cet effet est annulé 
lorsque nous traitons nos cellules par le Z-VAD-fmk (fig 3c à 3e). De façon attendue, 
nous avons observé par cytométrie en flux, que la déplétion de la kinase PERK, de son 
substrat eIF2α, de BAX et BAK (surtout quand ils sont déplétés tous les deux) et des 
SNAREs, SNAP25 et VAMP1, inhibent la translocation de la CRT à la surface 
membranaire induite par rCXCL8 (fig 3f). Mais nous n’avons observé aucun effet suite à 
la déplétion de facteur essentiel pour l’autophagie BCN1. Des études de la protéine 
chimère LC3-GFP (caractéristiques des autophagosomes) par microscopie fluorescente 
ne montrent aucun effet de l’ajout de rCXCL8 sur l’autophagie. Il n’y a également aucun 
effet sur la libération d’ATP. 
Nous nous sommes ensuite posés la question de savoir si le knockdown du récepteur 
murin pour Cxcl2 (orthologue murin de CXCL8), à savoir Cxcr1 et Cxcr2, pouvait annuler 
l’immunogénicité de la mort cellulaire induite par la MTX dans des expériences in vivo. 
En effet, des résultats préliminaires ont montré que le knockdown de Cxcr1 et Cxcr2 
n’affectaient pas la capacité de la MTX à induire la mort cellulaire in vitro, mais limite sa 
capacité à induire la translocation de la CRT vers la membrane plasmique. Pour cela, 
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nous avons réalisé des expériences de vaccination sur des souris immunocompétentes 
avec des cellules CT26 et MCA205, qui ont été au préalable transfectées ou non avec les 
siRNA ciblant Cxcr1 ou Cxcr2 puis traitées pendant 24h avec la MTX. Nous avons 
observé une augmentation significative du nombre de souris ayant développé une 
tumeur dans les groupes ayant eu pour vaccination les cellules tumorales mourante 
déficientes pour Cxcr1 et Cxcr2. Ces résultats soutiennent donc l’hypothèse de la 
contribution importante de la voie de signalisation de CXCL8 dans l’exposition de la CRT 
induite par les anthracyclines. 
Suite à ces résultats, nous avons émis l’hypothèse que si CXCL8 et ses récepteurs étaient 
nécessaires à l’exposition de la CRT à la surface cellulaire suite à une chimiothérapie 
immunogénique, alors les cellules cancéreuses traitées par MTX produiraient assez de 
CXCL8 pour que celui-ci ait une action autocrine ou paracrine. Pour confirmer cette 
hypothèse, nous avons réalisé des tests ELISA pour mesurer le niveau de CXCL8 produit 
dans les cellules HeLa et HCT116, qui sont des cellules de carcinomes colorectales, 
traitées par MTX et par cisplatine. Nous avons pu observer un niveau significativement 
élevé de CXCL8 produit quand les cellules sont traitées par la MTX, mais pas par la 
cisplatine (fig 5a et 5b). Ces résultats ont été validés par des expériences d’ELISA 
mesurant la quantité de Cxcl2 produite dans les cellules murines MCA205 et dans des 
fibroblastes embryonnaires de souris suite à un traitement par la MTX ou par la 
cisplatine (fig 5c et 5d). Nous avons également montré que la sécrétion de CXCL8 se 
faisait bien avant l’apoptose précoce. 
Pour valider in vivo nos résultats, nous avons réalisé des études de profil du 
transcriptome. Pour cela, nous avons injecté des cellules CT26 ou MCA205 à des souris 
BALB/c et C57Bl/6 respectivement, et une fois que les tumeurs ont été palpables, nous 
avons traité ces souris par deux chimiothérapies : MTX ou OXA d’une part, et cisplatine 
d’autre part. 6 heures ou 12 heures suivant le traitement, nous avons prélevé la tumeur 
et procédé à des analyses de RT-PCR quantitatives. Ces analyses ont révélé que la mort 
cellulaire immunogénique était précédée par l’activation transcriptionnelle de Cxcl2 (fig 
5e). Nous avons donc pu en conclure que les inducteurs de mort immunogénique dans le 
cadre d’une chimiothérapie stimule la production de Cxcl2 in vivo. 
En nous basant sur les précédents résultats qui ont montré que la cisplatine et la 
mitomycine C étaient incapables d’induire une mort cellulaire immunogénique, dû à leur 
incapacité à stimuler la translocation de la CRT à la surface cellulaire (Martins, Kepp et 
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al. 2011), nous avons voulu savoir si un ajout externe de rCxcl2 pouvait compenser cette 
incapacité, et de ce fait, rendre la cisplatine et la mitomycine C équivalents aux 
inducteurs de mort cellulaire immunogénique. Pour ce faire, des cellules MCA205 ont 
été traitées avec le cisplatine ou la mytomycine C, seules ou en combinaison avec rCxcl2, 
puis injectées en sous-cutané dans les souris C57Bl/6 pour tester leur capacité à 
proférer une réponse immunitaire anti-tumorale protective. Nous avons observé que 
rCxcl2 n’augmentait pas le pourcentage de cellules mortes après traitement par la 
cisplatine ou la mitomycine C, mais la combinaison des deux augmente significativement 
la protection anti-tumorale des souris lors de la réinjection de cellules cancéreuses 
comparé au traitement par chimiothérapie seule (fig 6a à 6f). Un tel effet 
immunoprotecteur est inhibé quand la CRT est déplétée par utilisation de siRNA.  
Ces résultats indiquent donc que le CXCL8, ayant pour orthologue Cxcl2, peut stimuler 





















Immunogenic calreticulin exposure occurs through a
phylogenetically conserved stress pathway involving
the chemokine CXCL8
AQ Sukkurwala1,2,3,13, I Martins1,2,3,13, Y Wang1,2,3, F Schlemmer1,2,3, C Ruckenstuhl4, M Durchschlag4, M Michaud1,2,3,
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The exposure of calreticulin (CRT) on the surface of stressed and dying cancer cells facilitates their uptake by dendritic cells and
the subsequent presentation of tumor-associated antigens to T lymphocytes, hence stimulating an anticancer immune response.
The chemotherapeutic agent mitoxantrone (MTX) can stimulate the peripheral relocation of CRT in both human and yeast cells,
suggesting that the CRT exposure pathway is phylogenetically conserved. Here, we show that pheromones can act as
physiological inducers of CRT exposure in yeast cells, thereby facilitating the formation of mating conjugates, and that a large-
spectrum inhibitor of G protein-coupled receptors (which resemble the yeast pheromone receptor) prevents CRT exposure in
human cancer cells exposed to MTX. An RNA interference screen as well as transcriptome analyses revealed that chemokines, in
particular human CXCL8 (best known as interleukin-8) and its mouse ortholog Cxcl2, are involved in the immunogenic
translocation of CRT to the outer leaflet of the plasma membrane. MTX stimulated the production of CXCL8 by human cancer
cells in vitro and that of Cxcl2 by murine tumors in vivo. The knockdown of CXCL8/Cxcl2 receptors (CXCR1/Cxcr1 and Cxcr2)
reduced MTX-induced CRT exposure in both human and murine cancer cells, as well as the capacity of the latter-on exposure
to MTX-to elicit an anticancer immune response in vivo. Conversely, the addition of exogenous Cxcl2 increased the
immunogenicity of dying cells in a CRT-dependent manner. Altogether, these results identify autocrine and paracrine chemokine
signaling circuitries that modulate CRT exposure and the immunogenicity of cell death.
Cell Death and Differentiation (2014) 21, 59–68; doi:10.1038/cdd.2013.73; published online 21 June 2013
Chemotherapy is thought to mediate antineoplastic effects
either by directly inhibiting the proliferation or by triggering the
(most often apoptotic) death of cancer cells.1 Nonetheless, at
least some anticancer agents display an optimal efficacy in
the presence of an intact immune system, but not when mice
lack T cells, dendritic cells (DCs), several other effectors of
innate and adaptive immunity or when they are treated with a
CD11b-specific antibody that blocks the extravasation of DC
precursors.2–6 These results point to a hitherto poorly under-
stood role for anticancer immune responses in determining
the long-term success of chemotherapy, a notion that is in line
with abundant clinical data indicating that tumor infiltration by
cytotoxic T lymphocytes influences disease outcome.7–10
Cancer cells respond to some chemotherapeutics such as
anthracyclines and oxaliplatin by undergoing an immunogenic
form of cell death, meaning that such dying cells become able
to induce a potent cellular immune response on subcutaneous
injection into immunocompetent mice.1,5,11 However, cell
death as induced bymany other agents includingmitomycin C
and cisplatin is unable to elicit such an anticancer immune
response in vivo,12–14 pointing to major differences in
the capacity of distinct agents to promote immunogenic cell
death (ICD).
One of such differences stems from the fact that only
ICD inducers are capable of triggering the pre-apoptotic
exposure of calreticulin (CRT) on the outer leaflet of the
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plasma membrane.14 Cell surface-exposed CRT operates as
a potent ‘eat-me’ signal, facilitating the engulfment of dying
cells and apoptotic debris by macrophages and DCs.14,15
CRT is the most abundant soluble protein of the endoplasmic
reticulum (ER) and translocates to the cell surface only in the
context of an ER stress response involving the phosphoryla-
tion of eukaryotic initiation factor 2a (eIF2a) by eIF2a kinase 3
(EIF2AK3, best known as PKR-like ER kinase, PERK).16 In
line with this notion, lethal stimuli that fail to elicit sufficient
degrees of ER stress (such as mitomycin C and cisplatin)
cannot induce the immunogenic exposure of CRT on the cell
surface, unless an exogenous source of ER stress is
provided.13,17,18 In contrast, anthracyclines and oxaliplatin
are highly efficient at stimulating the PERK-mediated phos-
phorylation of eIF2a, followed by the caspase-8-mediated
cleavage of BCAP31, BAX/BAK activation (presumably at the
ER membrane), the anterograde transport of CRT-containing
vesicles from the ER to the cell surface (via the Golgi
apparatus), and – eventually – the SNAP receptor (SNARE)-
dependent fusion of such vesicles with the plasma mem-
brane.5,16 In response to some (but not all) ICD inducers,
protein disulfide isomerase family A, member 3 (PDIA3), an
ER reticulum chaperone best known as ERp57, is required for
the translocation of (and de facto physically escorts) CRT to
the outer leaflet of the plasma membrane.5,16,17 The current
literature suggests that the molecular mechanisms account-
ing for CRT exposure are highly complex and require further
in-depth analysis.17,19,20
Extrareticular CRT is not only of immunological relevance.
Indeed, CRT has been detected at the surface of capacitated
spermatocytes and oocytes,21,22 and circumstantial evidence
indicates that CRT contributes to the fusion of gametes and
fertility, both inmammals and in nematodes.23,24 Interestingly,
anthracyclines can stimulate the relocalization of Cne1p, the
yeast ortholog of CRT, to the periphery of Saccharomyces
cerevisiae cells, and genetic studies indicate that the
mechanisms that regulate this process in mammals and
yeastmay be similar.25 Several unicellular parasites have also
been reported to expose CRT on their surface,26,27 pointing to
a broad phylogenetic conservation of the CRT exposure
pathway.
Driven by these premises and incognita, we decided to
reinvestigate the molecular mechanisms that underpin the
immunogenic relocalization of CRT from the ER to the cell
surface. Based on the initial observation that yeast pher-
omones induce CRT exposure to increase the formation of
mating conjugates, we discovered that soluble factors
regulate the translocation of CRT to the outer leaflet of the
plasma membrane in mammalian cells as well. Here, we
demonstrate that the chemokine CXCL8, best known as
interleukin-8 (IL-8), regulates CRT exposure by binding to its
cognate receptors CXCR1 and CXRC2, a finding that has
broad implications for the therapeutic induction of ICD in
cancer patients.28
Results
Involvement of CRT exposure in yeast mating and
pheromone signaling. As discussed above, CRT is phy-
siologically exposed on the surface of gametes and favors
fertilization in mammals.21,22,24 Along similar lines, S.
cerevisiae cells lacking the yeast ortholog of CRT (Cne1p),
but not dihydroorotate dehydrogenase (Ura1p), exhibited a
reduced mating efficiency when they were co-cultured with
wild-type (WT) a cells (Figure 1a). This phenotype was
observed in rocking cultures but not in still media (data not
shown), suggesting that Cne1p facilitates the conjugation of
cells with opposed sexes, not their fusion. In conditions in
which WT yeast cells manifested the mitoxantrone (MTX)-
induced peripheral relocation of vesicles bearing a green
fluorescent protein (GFP)-tagged variant of Cne1p (Cne1-
GFP), cells lacking two subunits of the mating pheromone a
factor (i.e., Mfa1 and Mfa2) failed to do so (Figure 1b).25 MTX
and the a factor triggered the peripheral relocalization of
Cne1-GFP with a comparable potency and activated similar
signaling pathways. Indeed, the knockout of genes coding for
the yeast orthologs of PERK and BCAP31, namely gcn2 and
yet3, similarly reduced the relocalization of Cne1-GFP to the
cell periphery as triggered by the a factor (Figure 1c) and
MTX.25 Of note, the knockout of IRE1, coding for a protein
involved in the management of ER stress,29 induced per se
some extent of Cne1-GFP relocalization but did not affect the
ability of the a factor to do so (Figure 1c). Altogether, these
results suggest that yeast pheromones can induce the
exposure of the CRT ortholog Cne1p on the cell surface to
stimulate mating.
Essential role of IL-8 in chemotherapy-induced CRT
exposure. The a factor signals through a G protein-coupled
receptor (GPCR).30 We therefore evaluated the capacity of
the pertussis toxin (PTX), a large-spectrum inhibitor of
mammalian GPCRs,31 to inhibit MTX-induced CRT exposure
in cervical carcinoma HeLa cells. PTX was indeed highly
efficient at suppressing CRT exposure by HeLa cells
responding to MTX or UVC light, as determined by surface
immunostaining and flow cytometry or fluorescence micro-
scopy (Figures 2a and b). In line with this notion, PTX
compromised the ability of MTX to induce bona fide ICD in
murine MCA205 fibrosarcoma cells, as assessed by specific
vaccination assays in vivo (Supplementary Figure S1). Next,
we downregulated several GPCRs and their ligands by
means of specific small-interfering RNAs (siRNAs) and found
that the depletion of CXCR1 and its ligand CXCL8 (best
known as IL-8) inhibit CRT exposure as triggered in HeLa
cells by both MTX and UVC light (Figure 2c). These results
were confirmed by a screen in which we evaluated a siRNA
library to identify genes that are required for CRT exposure,
validating the essential role of CXCL8 in the immunogenic
translocation of CRT to the cell surface (Figures 3a and b). In
a further series of experiments, we determined whether
CXCL8 would be sufficient to induce CRT exposure on
human cancer cells. Indeed, recombinant CXCL8 (rCXCL8),
but not rCXCL2, promoted the exposure of CRT on the
surface of HeLa cells in a time and dose-dependent manner
as efficiently as MTX did, an effect that was blocked by the
broad-spectrum caspase inhibitor Z-VAD-fmk (Figures 3c–e)
as well as by siRNA-mediated depletion of caspase-8
(Supplementary Figure S2). The depletion of several other
factors that have previously been shown to be required for
CRT exposure as induced by MTX16 also inhibited the
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translocation of CRT to the outer leaflet of the plasma
membrane as stimulated by rCXCL8. In particular, this
applied to the ER stress kinase PERK, its substrate eIF2a,
the pro-apoptotic BCL-2 family members BAX and BAK
(especially when co-depleted) as well as to the SNAREs
SNAP25 and VAMP1 (Figure 3f). Conversely, CRT exposure
by HeLa cells responding to rCXCL8 was not influenced by
the depletion of the essential autophagic factor Beclin 1
(Supplementary Figure S2). Moreover, HeLa cells exposed
to rCXCL8 did not manifest signs of autophagy, such as the
aggregation of a fluorescent GFP-LC3 chimera into cyto-
plasmic dots, nor did they release ATP (Supplementary
Figure S3). These data indicate that CXCL8 stimulates CRT
exposure by a mechanism that does involve autophagy and
the ICD-associated, autophagy-dependent ATP release.
Rather, CXCL8 appears to activate a CRT exposure pathway
that largely overlaps with that ignited by immunogenic
chemotherapy.
As CXCL8 turned out to be required for the exposure of
CRT triggered by anthracyclines, we wondered whether the
knockdown of the murine receptors for Cxcl2 (the murine
CXCL8 ortholog), i.e., Cxcr1 and Cxcr2, would impair the
immunogenicity of MTX-induced cell death. To address this
question, murine CT26 colon carcinoma or MCA205
fibrosarcoma cells were subjected to the siRNA-mediated
downregulation of Cxcr1 or Cxcr2, treated with MTX for 24 h,
and then used in vaccination experiments. In this setting, the
knockdown of Cxcr1 or Cxcr2 did not affect the ability of MTX
to kill cancer cells, yet limited its capacity to stimulate the
exposure of CRT on the plasma membrane (data not shown).
For vaccination experiments, dying CT26 and MCA205 cells
were injected s.c. into the flank of histocompatible, immuno-
competent mice (BALB/c and C57Bl/6 animals, respectively),
which were re-challenged 1 week later with live, untreated
cells of the same type. Of note, the knockdown of Cxcr1 or
Cxcr2 significantly reduced the capacity of dying tumor cells to
elicit a protective immune response (Figure 4). These results
underscore the contribution of the CXCL8 signaling pathway
to CRT exposure induced by anthracyclines such as MTX.
Production of CXCL8 by cancer cells in response to
chemotherapy. If CXCL8 and its receptors were required
for the exposure of CRT on the cell surface in response to
immunogenic chemotherapy, one would expect that MTX-
treated cancer cells produce CXCL8 in amounts that suffice
to elicit autocrine/paracrine signaling pathways. Indeed, both
cervical carcinoma HeLa cells and colorectal carcinoma HCT
116 cells responding to MTX (but not to cisplatin) produced
Figure 1 Impact of the yeast a factor on Cne1p exposure and mating. (a) Relative mating efficiency of WT Saccharomyces cerevisiae MATa BY4742 cells co-cultured with
WT, Dcne1 or Dura1 MATa BY4741 cells, as determined via clonogenic mating assay. Mating efficiency of WT BY4741 cells was set to 100%. Data are means±S.E.M.
(nX3; **Po0.01, as compared with WT BY4741 cells). (b and c) Exponentially growing WT,Dmfa1/Dmfa2,Dgcn2,Dyet3 orDire1 BY4741 cells expressing Cne1-GFP were
left untreated or treated with 10mM MTX or 100mM a factor for 4 h, followed by the assessment of Cne1-GFP localization by fluorescence microscopy. Representative pictures
(scale bar¼ 10mm) and quantitative data (means±S.E.M.; n¼ 3, withX1000 cells per sample; *Po0.05, **Po0.01, as compared with untreated WT cells; ##Po0.01,
NS¼ non significant, as compared with equally-treated WT cells) are reported in panels (b) and (c), respectively
Autocrine/paracrine signals promoting CRT exposure
AQ Sukkurwala et al
61
Cell Death and Differentiation
significant levels of CXCL8, as monitored by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA; Figures 5a and b). Along
similar lines, both murine MCA205 fibrosarcoma cells and
mouse embryonic fibroblasts secreted the mouse CXCL8
ortholog Cxcl2 following the administration of MTX, but not of
cisplatin (Figures 5c and d). Of note, CXCL8 secretion by
HeLa cells responding to MTX occurred well before early (i.e.,
exposure of phosphatidylserine residues on cell surface) and
late (i.e., permeabilization of the plasma membrane) manifes-
tations of apoptosis32 (Supplementary Figure S4).
Next, to investigate the possible relevance of these
observations in vivo, we performed a vast transcriptome
profiling study on CT26 carcinomas and MCA205 fibrosarco-
mas growing on BALB/c and C57Bl/6 mice, respectively. In
this setting, tumor-bearing mice received a systemic che-
motherapeutic regimen based on either of two distinct ICD
inducers, MTX and oxaliplatin, or on cisplatin, which we used
as an internal control. At 6 or 12h following chemotherapy,
tumors were excised and subjected to quantitative RT-PCR
analyses to determine the expression levels of multiple
immunologically relevant factors, including a broad collection
of chemokines. These analyses revealed that immunogenic
(but not non-immunogenic) cell death is preceded by the
transcriptional activation of Cxcl2 (Figure 5e). Hence,
chemotherapy with ICD inducers can stimulate the production
of the murine CXCL8 ortholog Cxcl2 in vivo.
Enhanced immunogenicity of cell death in the presence
of the CXCL8 ortholog Cxcl2. Cisplatin and mitomycin C
are unable to induce ICD, correlating with their incapacity to
stimulate the translocation of CRT to the cell surface.12–14
Based on the aforementioned results, we wondered whether
the exogenous administration of rCxcl2 might compensate
for this defect and hence convert cisplatin and mitomycin C
into ICD inducers. To address this question, MCA205
fibrosarcoma cells were treated with cisplatin or mitomycin
C, alone or in combination with rCxcl2, and then injected
subcutaneously into C57Bl/6 mice to test their capacity to
elicit a protective antitumor immune response. Of note,
rCxcl2 did not increase the percentage of MCA205 cells
succumbing to cisplatin or mitomycin C (Supplementary
Figure S5). However, the combination of rCxcl2 and cisplatin
or mitomycin C was far more efficient at triggering ICD than
either chemotherapeutic alone (Figures 6a–f). Such an
immunogenic effect was lost when CRT was depleted by
siRNAs, underscoring its essential contribution. Altogether,
these findings indicate that the CXCL8 ortholog Cxcl2 can
stimulate ICD in the context of chemotherapy.
Discussion
The pre-apoptotic exposure of CRT at the cell surface has
emerged as an important hallmark of ICD, meaning that it can
predict – at least in part – the capacity of dying cells to elicit a
protective anticancer immune response, both in rodent
models2,13,14,17,18,33,34 and in patients.35–37 Here, we report
the unexpected finding that CRT exposure is regulated not
only by cell-intrinsic mechanisms, but also by soluble factors
that operate in an autocrine/paracrine manner.
Figure 2 Contribution of chemokine signaling to CRT exposure as triggered by
ICD inducers. (a and b) Human cervical carcinoma HeLa cells were treated with
100 ng/ml PTX for 30 min and washed extensively (a and b). Alternatively, HeLa
cells were transfected with a control siRNA (UNR) or with siRNA targeting the
indicated chemokines and chemokine receptors for 48 h (c). Thereafter, cells were
treated with either 1 mM MTX or 100 J/cm2 UVC light and – 4 h later – processed for
the confocal microscopy-assisted (a) or flow cytometry-assisted (b and c) detection
of surface-exposed CRT. Representative pictures (scale bar¼ 10mm) and
quantitative data on the percentage of live (excluding PI, PI ) cells exposing
CRT on their surface (means±S.E.M.; n¼ 3; **Po0.01, as compared with
untransfected or UNR-transfected untreated cells; ##Po0.01, NS¼ non significant,
as compared with untransfected cells treated with MTX or UV only, or to equally
treated UNR-transfected cells) are reported in panels (a) and (b and c) respectively
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When a haploid S. cerevisiae cell is ready to mate, it
secretes pheromones that signal cells of the opposite mating
type to stop proliferating and prepare for sexual reproduction.
The fusion of two haploid cells of opposite mating types
generates a diploid cell that subsequently undergoes meiosis,
generating haploid cells with new genetic assortments.38
Here, we report that yeast pheromones can stimulate the
relocalization of the CRT ortholog Cne1p to the cell periphery,
and that Cne1p is required for optimal mating, in particular in
shaking cultures (in which stable intercellular contacts are
rather difficult to be achieved). Our results indicate that Cne1p
is not absolutely required for mating but facilitates cell-to-cell
conjugation, in line with previous observations on the role of
surface-exposed CRT in the fertilization of oocytes by sperm
cells.21–24 These findings point to the existence of phylogen-
etically conserved mechanisms for sexual reproduction and
suggest that common factors (such as CRT and polyamines)
may have similar roles in improving fertility across phyla.39
Translating our findings from yeast to the mammalian
system, we discovered that a series of soluble factors acting
on GPCRs (which structurally resemble the yeast pheromone
receptor) facilitate the immunogenic exposure of CRT. Thus,
several chemokines including human CXCL8 and its mouse
ortholog Cxcl2 are endowed with the ability to stimulate CRT
exposure in cancer cells by acting on the receptors CXCR1/
Cxcr1 and CXCR2/Cxcr2. As the mammalian genome
encodes several hundred GPCRs,40 we suspect that other
ligands and receptors of the same class may be involved in
this process. Future studies should explore this possibility in a
systematic manner.
CXCL8 and other chemokines are often produced by
cancer cells in a constitutive manner, acting as autocrine/
paracrine growth factors and stimulating local inflammatory
and immune responses. These mediators operate in a strictly
context-dependent manner, meaning that their relationship to
oncogenesis, cell-autonomous oncosuppression (by senes-
cence or apoptosis), tumor progression, the epithelial–
mesenchymal transition and immunosurveillance is highly
complex.41,42 For instance, an elevated production of CXCL8
characterizes the so-called ‘senescence-associated secre-
tory phenotype’, meaning that senescent tumor cells or
tumor-associated fibroblasts can generate an extracellular
microenvironment rich in CXCL8.43 In addition, breast cancer
cells reportedly can escape from the therapeutic inhibition of
the phosphoinositide-3-kinase/mammalian target of rapamy-
cin (PI3K/mTOR) signaling cascade by upregulating CXCL8
and hence activating alternative growth-stimulatory path-
ways.44 Of note, high expression levels of CXCL8 or CXCR2
have been associated with worsened disease outcome in
several types of cancer, including astrocytomas and lung
adenocarcinoma.45,46
Thus, it may appear paradoxical that the CXCL8/CXCR1-2
system is often constitutively active in cancer cells, mainly
mediating pro-tumorigenic effects, yet can be hyperactivated
by immunogenic chemotherapy to promote CRT exposure
and ICD. Previous studies have shown that radiotherapy can
also stimulate CXCL8 production,47 in line with the fact that
both g and UV rays induce CRT-dependent ICD.5,11 Local
radiotherapy can indeed mediate so-called ‘abscopal’ effects.
These consist in the regression of distant non-irradiated
Figure 3 Autocrine/paracrine CXCL8 signaling and CRT exposure. (a and b)
Human osteosarcoma U2OS cells stably expressing CRT-GFP were reverse-
transfected with a control siRNA (UNR) as well as with a panel of siRNA targeting
250 proteins involved in cell stress and cell death signaling for 48 h, followed by the
administration of 1mM MTX for additional 4 h and the automated fluorescence
microscopy-assisted acquisition of images for the assessment of CRT-GFP exposure.
The modulation of CRT-GFP exposure is depicted in a color code (green¼ reduction,
red¼ increase), and the siRNAs mediating inhibitory effects in the top 10 percentile are
listed. (c–e). Human cervical carcinoma HeLa cells were treated with 80 ng/ml rCXCL8
or rCCL2 for the indicated time (c) or with the indicated concentrations of rCXCL8 for 8 h
(d). Alternatively, HeLa cells were left untreated or treated with 50mM z-VAD-fmk for
15 min, and then either kept in control (Co) culture conditions or administered with 1mM
MTX or 80 ng/ml rCXCL8 for additional 8 h (e). Subsequently, cells were processed for
the flow cytometry-assisted detection of surface-exposed CRT. Quantitative data on the
percentage of live (excluding PI, PI–) cells exposing CRT on their surface
(means±S.E.M.; n¼ 3; **Po0.01, NS¼ non significant, as compared with untreated
cells; ##Po0.01, as compared with cells receiving MTX or rCXCL8 only) are reported.
(f) HeLa cells were transfected with either a control siRNA (UNR) or with siRNAs
targeting the indicated proteins for 48 h, and then left untreated or administered with
80 ng/ml rCXCL8 for 8 h. Finally, CRT exposure was assessed by surface
immunostaining and flow cytometry. Quantitative data on the percentage of live
(excluding PI, PI ) cells exposing CRT on their surface (means±S.E.M.; n¼ 2;
**Po0.01, as compared with untreated UNR-transfected cells; #Po0.05, ##Po0.01,
as compared with equally treated UNR-transfected cells) are reported
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lesions or metastases, presumably reflecting a systemic
anticancer immune response that results from the immuno-
genic death of malignant cells belonging to the (irradiated)
primary tumor mass.48 Nevertheless, the putative functional
implication of CXCL8 in the abscopal effects of radiotherapy
needs to be investigated in more detail.
The first immunotherapeutic anticancer regimen to be
introduced into the clinical routine was based on the
intravesical instillation of the bacillus Calmette-Gue´rin
(BCG), a live attenuated form ofMycobacterium bovis, shortly
after the transurethral resection of superficial urothelial
carcinoma.49,50 This treatment is particularly efficient when
pre-existing BCG-specific T cells are primed for interferon g
production, presumably within residual tumor lesions or
draining lymph nodes.51 In this context, the urinary concen-
tration of CXCL8 has turned out to constitute an early
biomarker of subsequent immune responses and to predict
therapeutic outcome.52 BCG induces the apoptotic death of
bladder cancer cells either directly or through the activation of
humoral or cellular immune effectors,53 suggesting that, by
promoting ICD, CXCL8 might have a decisive role in the
therapeutic efficacy of BCG-based immunotherapy.
In conclusion, our work unravels an unsuspected contribu-
tion of chemokines to CRT exposure and ICD as elicited by
immunogenic chemotherapeutics. We surmise that this
finding may have major implications for the comprehension
of anticancer immune responses as well as for their
therapeutic modulation.
Materials and Methods
Chemicals and cell cultures. Unless otherwise noted, chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), cell culture media and
supplements from Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) and plasticware from
Corning Life Sciences (Corning, NY, USA). Human cervical carcinoma HeLa cells,
human osteosarcoma U2OS cells and their derivatives were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS), 100 units/ml penicillin G sodium and 100mg/ml streptomycin sulfate.
Human colon carcinoma HCT 116 cells were maintained in McCoy’s 5A medium
supplemented as above. Murine fibrosarcoma MCA205 and murine colon
carcinoma CT26 cells were cultured in RPMI-1640 medium supplemented as
above. Mouse embryonic fibroblasts were grown in DMEM supplemented with
10% FBS, non-essential amino acids, 100 units/ml penicillin G sodium and 100 mg/
ml streptomycin sulfate. HeLa cells engineered for the stable expression of a
GFP-LC3 chimera were maintained in the presence of 200mg/ml geneticin while
U2OS cells stably co-expressing a histone 2B-red fluorescent protein (H2B-RFP)
fusion and a CRT-GFP chimera13 were cultured in the continuous presence of
200mg/ml zeocine plus 1mg/ml blasticidine. Z-VAD-fmk was obtained from
Bachem (Basel, Switzerland), whereas rCXCL8, rCCL2 and rCxcl2 were
purchased from (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
Yeast strains. The haploid WT Saccharomyces cerevisiae strains BY4741
(MATa; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0) and BY4742 (MATa; his3D1; leu2D0;
lys2D0; ura3D0), as well as the Dcne1 and Dura1 BY4741 mutants used in this
study were obtained from Euroscarf (Frankfurt, Germany). The Dmfa1/mfa2 strain
was generated by deleting mfa2 in Dmfa1 BY4741 cells, followed by the GFP
tagging of cne1 via standard procedures.54 The Dgcn2, Dyet3 and Dire1 BY4741
strains used for Cne1-GFP translocation studies have previously been
described.25
Yeast culture. For the evaluation of mating efficiency, yeast strains were
grown (at 28 1C) on yeast extract peptone dextrose (YEPD) medium containing
1% yeast extract, 2% peptone and 2% D-glucose and processed as described
below. For Cne1-GFP translocation studies, yeast strains were cultured (at 28 1C)
in synthetic complete (SC) medium containing 0.17% yeast nitrogen base (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), 0.5% (NH4)2SO4, 30 mg/l amino acids but
histidine (80 mg/l) and leucine (200 mg/l), 30 mg/l adenine, 320 mg/l uracil and 2%
glucose (as carbon source). Two percent agar was added to obtain solid media.
Microscopic evaluation of Cne1-GFP relocalization. Exponentially
growing yeast cultures were split into aliquots and treated with 10 mM MTX or
100mM a factor for 4 h. Thereafter, the intracellular localization of Cne1-GFP was
analyzed by means of an Axioskop fluorescence microscope (Zeiss, Wetzlar,
Germany) equipped with an eGFP-specific bandpass filter.
Yeast mating efficiency. To determine mating efficiency, 1 107 BY4742
(MATa) cells were mixed with 2 106 WT BY4741 (MATa), Dcne1 BY4741
(MATa) or Dura1 BY4741 (MATa) cells in 20 ml YEPD medium. Cultures
were agitated for 3 h and aliquots were seeded on agar plates containing
different media. Thus, (i) the amount of viable haploid BY4741 and diploid cells
was assessed by plating 500 cells from co-cultures on SC agar plates containing
all amino acids except lysine, and (ii) the amount of viable diploid cells
was determined by plating 2000 cells from co-cultures on SC agar plates
containing all amino acids except lysine and methionine. After incubation for 2
days at 28 1C, colony-forming units (CFUs) were enumerated and mating
efficiency was determined as the ratio between diploid and diploid plus haploid
BY4741 MATa CFUs.
RNA interference. RNA interference experiments were performed by
transfecting cells with a non-targeting control siRNA (herein referred to as UNR,
sense 50-GCCGGUAUGCCGGUUAAGUdTdT-30), with siRNAs specific for BAK1
(sense 50-GCGAAGUCUUUGCCUUCUCdTdT-30), BAX (sense 50-GGGUUUCAU
CCAGGAUCGAdTdT-30), BECN1 (sense 50-CUCAGGAGAGGAGCCAUUUdT
dT-30), BCAP31 (sense 50-GCGCGAAAUUCGGAAGUAUdTdT-30), CASP8 (sense
50-CAUCUCAGUUCACUGGUUUdTdT-30), CRT (sense 50-CCGCUGGGUCG
AAUCCAAAdTdT-30), CCL2 (sense 50-GCAGAAGUGGGUUCAGGAUdTdT-30),
CCL5 (sense 50-GGUUCGGGAGUACAUCAACdTdT-30), CCR2 (sense 50-GU
AAUGAUGUCGUUUGAAUdTdT-30), CCR5 (sense 50-GUCAGUAUCAAUUCUG
GAAdTdT-30), CXCL8 (sense 50-GCGCCAACACAGAAAUUAUdTdT-30), CXCL12
(sense 50- CCAUGUAGAAGCCACUAUUdTdT-30), CXCR1 (sense 50-GCGUCA
CUUGGUCAAGUUUdTdT-30), CXCR4 (sense 50-GGAAGCUGUUGGCUGAA
AAdTdT-30), eIF2a (sense 50-GAAACUGAAAGCAAUCGAAdTdT-30), PERK
(sense 50-CUCACAGGCAAAGGAAGGAGdTdT-30), SNAP25 (sense 50-CAGGC
AUUGCACUAAAAGUdTdT-30) or VAMP1 (sense 50-GGACAUCAUGCGUGUG
AAUdTdT-30), all obtained from Sigma-Aldrich; or with commercial siRNA pools
targeting Cxcr1 or Cxcr2 (Dharmacon, Waltham, MA, USA). siRNAs were
transfected by means of the HiPerfect transfection reagent (Qiagen, Hilden,
Germany), as previously described.55,56
siRNA array screening. Bio-one mClear 384-well plates (Greiner Bio One,
Kremsmuenster, Austria) were printed with 3.125 ng individual siRNAs (Qiagen)
designed to target 250 different human proteins implicated in cell death and
stress-response pathways. siRNA positioning was randomized to minimize spatial
Figure 4 Impact of CXCL8 on anticancer immune responses elicited in vivo by
ICD. (a and b) Immunocompetent BALB/c (n¼ 10 per group) or C57Bl/6 (n¼ 5 per
group) mice were inoculated s.c. with CT26 or MCA205 cells, respectively, which
had previously been left untransfected or transfected with siRNAs targeting Cxcr1 or
Cxcr2 for 48 h and then treated with 2mM MTX for 20 h. PBS was used as a
negative control condition. Seven days later, all mice were re-challenged with live
CT26 or MCA205 cells and tumor incidence was routinely monitored. Kaplan–Meier
curves depict the percentage of tumor-free mice over time
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effects. For each gene, two distinct siRNAs were chosen, favoring experimentally
verified siRNAs that were identified on the GeneGlobe Search Center (Qiagen).
After printing, plates were dehydrated, sealed and stored at  20 1C until usage.
Reverse transfection was performed by means of the HiPerfect Transfection
Reagent on re-hydration of siRNAs with 5 ml OptiMEM (Life Technologies),
according to the manufacturer’s instructions. In this setting, 2 103 U2OS cells
stably co-expressing H2B-RFP and CRT-GFP were seeded in each well and
maintained for 48 h before the administration of 1 mM MTX for additional 4 h.
Eventually, cells were fixed in 4% paraformaldehyde (w/v in PBS) for 20 min at
room temperature, washed and stored in PBS at 4 1C until imaging. Four view
fields per well were acquired by means of a BD Pathway 855 automated bioimager
(BD Biosciences) equipped with a UApo/340 20X/0.75 objective (Olympus, Center
Valley, PA, USA). Subsequently, images were segmented and analyzed for GFP
granularity by using the AttoVision software v. 1.7 (BD Biosciences). Finally, data
were mined and statistically evaluated using the Prism software v. 5 (Graph Pad
software Inc., La Jolla, CA, USA).
Automated evaluation of autophagy. Autophagy was monitored by
automated fluorescence microscopy. To this aim, 5 103 GFP-LC3-expressing
HeLa cells were seeded in 96-well Black/Clear imaging plates (BD Biosciences)
and allowed to adapt for 24 h. Thereafter, cells were treated with 40, 80, 160 or
320 ng/ml rCXCL8 or 1 mM rapamycin for up to additional 24 h, fixed in 4%
paraformaldehyde (w/v in PBS) supplemented with 1 mM Hoechst 33342 (Life
Technologies) for 20 min at room temperature, and processed for imaging as
described above. Images were segmented and analyzed for the number of GFPþ
dots per cell by means of the AttoVision software v. 1.7.
ATP release assay. To quantify ATP release in the course of ICD, WT HeLa
cells growing in 12- or 24-well plates were treated with 40, 80, 160 or 320 ng/ml
rCXCL8 or 2mM MTX for 24 h, and then stained with 1 mM quinacrine plus 1 mg/ml
propidium iodide (PI, Life Technologies) for 30 min at 37 1C. Thereafter, quinacrine
fluorescence was monitored on a FACScan or FACScalibur cytofluorometer (BD
Biosciences). First-line statistical analyses – limited to live (PI–) cells – were
performed by means of the Cell Quest Software package (BD Biosciences).
Alternatively, extracellular ATP levels were measured by the luciferin-based
ENLITEN ATP Assay (Promega, Madison, WI, USA). In this setting, ATP-driven
chemoluminescence was recorded on a FLUOstar OPTIMA FL Plate Reader
(BMG Labtech, Offenburg, Germany).
Determination of surface-exposed CRT. CRT exposure was assessed
by surface immunostaining and flow cytometry or fluorescence microscopy, as
previously described.3,57 In brief, cells growing on standard supports were
collected, washed twice with PBS and fixed in 0.25% paraformaldehyde (w/v in
PBS) for 5 min at RT. Alternatively, cells grown on coverslips were washed and
similarly fixed. After two additional washes in cold PBS, cells were incubated with
an anti-CRT antibody (ab2907, Abcam, Cambridge, UK) diluted in cold blocking
buffer (2% FBS, v/v in PBS) for 30 min on ice, washed and incubated for additional
30 min with an anti-rabbit AlexaFluor 488 conjugate (Life Technologies) in blocking
buffer. For fluorescence microscopy studies, 5 mg/ml AlexaFluor 633-conjugated
wheat germ agglutinin (Life Technologies) was added to visualize the plasma
membrane. Finally, samples were washed in cold PBS, incubated with 1 mg/ml PI
for 5 min and either analyzed on a FACScan cytofluorometer or re-fixed in 3.7%
paraformaldehyde plus 1 mg/ml Hoechst 33342 (Life Technologies), washed,
embedded in Fluoromount-G mounting medium (Southern Biotech, Birmingham,
AL, USA) and analyzed by means of a TCS SPE confocal microscope (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany), equipped with a 63X/1.15 objective
(Olympus). For cytofluorometric analyses, isotype-matched IgG antibodies (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA) were used as control conditions, and
statistical analyses – limited to live (PI ) cells – were performed by means of the
Cell Quest Software package.58,59
Cell death assays. Apoptotic cell death was quantified based on the
exposure of phosphatidylserine on the cell surface and plasma membrane
permeabilization.59,60 To this aim, cells were collected and stained with a
fluorescein isothiocianate (FITC)-tagged version of Annexin V plus PI by means of
the FITC-Annexin V Apoptosis Detection Kit II (BD Biosciences), as per the
manufacturer’s instructions. Cytofluorometric acquisitions were performed on a
FACScan or FACScalibur cytofluorometer, and first-line statistical analyses were
carried out on the Cell Quest Software package.
Figure 5 Release and transcriptional regulation of CXCL8 and Cxcl2 in the
course of ICD. (a–d) Human cervical carcinoma HeLa cells (a), human colorectal
carcinoma HCT 116 cells (b), murine fibrosarcoma MCA205 cells (c) and mouse
embryonic fibroblasts (d) were treated with 75 (a, b and d) or 150 (c) mM cisplatin
(CDDP) or with 2 (a, b and d) or 4 (c) mM MTX for the indicated time, followed by the
analysis of culture supernatants for CXCL8 (a and b) and Cxcl2 (c and d) levels.
Quantitative data (means±S.E.M.; n¼ 3; *Po0.05, **Po0.01, as compared with
CDDP-treated cells) are reported. (e) Immunocompetent BALB/c or C57Bl/6 mice
bearing established CT26 colon carcinomas and MCA205 fibrosarcomas,
respectively, were treated with 5.17 mg/kg MTX, 10 mg/kg oxaliplatin (OXA) or
0.25 mg/kg cisplatin (CDDP) for 6 or 12 h, followed by the recovery of tumors and
their processing for quantitative RT-PCR analyses. Average fold changes as
determined on n¼ 3 independent experiments are depicted
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Immunoblotting. For immunoblotting, approximately 1 106 cells were
washed with cold PBS and lysed as previously described.55,56 Fifty micrograms
of proteins were then separated according to molecular weight on NuPAGE Novex
Bis-Tris 4–12% pre-cast gels (Life Technologies) and electrotransferred to
nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Unspecific binding sites
were blocked by incubating membranes for 1 h in 0.05% Tween 20 (v/v in TBS)
supplemented with 5% non-fat powdered milk, followed by overnight incubation at
4 1C with primary antibodies specific for BECN1 (Santa-Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) or CASP8 (Calbiochem-Merck Millipore, Billerica, MA, USA).
Equal loading of lanes was monitored by probing membranes with antibodies
specific for b-actin (Millipore-Chemicon International, Temecula, CA, USA).
Primary antibodies were detected with appropriate horseradish peroxidase-labeled
secondary antibodies (Southern Biotechnologies Associates, Birmingham, UK)
and revealed on a ImageQuant LAS 4000 software-assisted imager on incubation
with the ECL Plus Western Blotting Detection System (both from GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA).
Quantification of extracellular CXCL8 and Cxcl2. The concentration
of CXCL8 and Cxcl2 in culture supernatants was measured by means of
commercial ELISA kits (Biolegend, San Diego, CA, USA and R&D Systems),
following the manufacturer’s instructions. Absorbance was monitored by means of
a FLUOstar Optima fluorescence plate reader (BMG Labtech).
Transcriptomic studies. BALB/c or C57Bl/6 mice were inoculated s.c. with
5 105 CT26 cells or 2 105 MCA205 cells, respectively. When tumor size
reached 40–80 mm2, mice were treated i.p. with 10 mg/kg oxaliplatin, 0.25 mg/kg
cisplatin or 5.17 mg/kg MTX. Whole RNA from tumor homogenates was extracted
using the RNAqueous kit (Life Technologies), following the manufacturer’s
instructions. Five micrograms RNA from each sample were then reverse-
transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies), as per the manufacturer’s recommendations. Subsequently, gene
expression assays were performed using a Mouse Chemokine Gene Set v1.0
custom TaqMan Array Micro Fluidic Card (Life Technologies) and analyzed by
means of an ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Life Technologies).
Antitumor vaccination studies. All animal experiments were approved by
the local Ethics Committee (CEEA IRCIV/ IGR n126, registered with the French
Ministry of Research), were in compliance with the 63/2010/EU directive from the
European Parliament and respected the FELASA guidelines. C57Bl/6 and BALB/c
mice (Charles River Laboratory, Wilmington, MA, USA) were housed in a
temperature-controlled environment with 12-h light–dark cycles and received food
and water ad libitum. For vaccination experiments, 3 105 MCA205 or 3 106
CT26 cells dying in response to MTX, cisplatin or mitomycin C (alone or combined
with rCXCL8) were inoculated s.c. into the flank of 6-week-old female C57Bl/6 or
BALB/C mice, respectively. Seven days later, C57Bl/6 or BALB/C mice were
re-challenged in the contralateral flank with 1 105 living MCA205 cells or 5 105
CT26 cells, respectively, and tumor incidence was routinely monitored for up to
50 days.
Statistical procedures. Unless otherwise indicated, assays were performed
in triplicate instances, yielding comparable results. Data (generally are presented
as means±S.D. or means±S.E.M.), were analyzed with Microsoft Excel
(Microsoft Co., Redmont, WA, USA). Statistical significance was assessed by
paired or unpaired (as appropriate), two-tailed Student’s t-tests or Pearson’s w2
test, as appropriate. P-values o0.05 were considered statistically significant.
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**Po0.01, as compared with animals receiving PBS only (d), siUNR-transfected cells treated with MitoC (e) or siUNR-transfected cells treated with CDDP (f); ##Po0.01, as
compared with animals receiving siUNR-transfected cells treated with MTX (d), MitoC plus rCxcl2 (e) or CDDP plus rCxcl2 (f)
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Legends to Supplementary Figures 
Supplementary Figure S1. Contribution of chemokine signaling to immunogenic 
cell death. Immunocompetent C57Bl/6 (n = 5 per group) mice were inoculated s.c. 
with MCA205 cells that had previously been treated with 2 µM mitoxantrone (MTX), 
alone or in combination with 80 ng/mL pertussis toxin (PTX), for 20 hrs. PBS was 
employed as a negative control condition. One week later, all mice were re-
challenged with live MCA205 cells and tumor incidence was routinely monitored. 
Kaplan-Meier curves depict the percentage of tumor-free mice over time. 
Supplementary Figure S2. Contribution of caspase-8 and autophagy to CXCL8-
mediated calreticulin exposure. Human cervical carcinoma HeLa cells were 
transfected with either a control siRNA (UNR) or with siRNAs specific for caspase-8 
(CASP8) or Beclin 1 (BECN1) for 48 hrs, and then kept in control (Co) culture 
conditions or treated with 80 nM recombinant CXCL8 (rCXCL8) or 1 µM 
mitoxantrone (MTX) for 24 hrs. Subsequently, cells were processed for the flow 
cytometry-assisted detection of surface-exposed calreticulin (CRT). Quantitative data 
on the percentage of live (excluding propidium iodide, PI-) cells exposing CRT on 
their surface (means ± SEM; n = 2; **p < 0.01, as compared to untreated UNR-
transfected cells; ##p < 0.01, n.s. = non significant, as compared to equally treated 
UNR-transfected cells) are reported. 
Supplementary Figure S3. Modulation of autophagy and ATP release by CXCL8. 
A. Human cervical carcinoma HeLa cells stably expressing a green fluorescent 
protein (GFP)-LC3 fusion protein were kept in control (Co) culture conditions or 
treated with 40, 80, 160 or 320 ng/mL recombinant CXCL8 (rCXCL8) or 1 µM 
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rapamycin (Rapa) for the indicated time. Thereafter, cells were processed for the 
fluorescence microscopy-assisted quantification of cytoplasmic GFP+ dots per cell. 
Data are reported as means ± SEM (n = 2, with ≥ 500 cells per sample; **p < 0.01, as 
compared to untreated cells at the same time point). B,C. Wild-type HeLa cells were 
kept in Co conditions or exposed to 2 µM mitoxantrone (MTX) (B,C), 20, 40, 80 or 
160 ng/mL recombinant CXCL8 (rCXCL8) (B) or 80 ng/mL rCXCL8 (C) for 24 hrs. 
Thereafter, either cells were stained with quinacrine and processed for the 
cytofluorometric quantification of ATP content (B), or extracellular ATP levels were 
assessed in culture supernatants by means of a commercial luciferase-based kit (C). 
Quantitative data on the percentage of ATP-depleted (quinacrine-) cells (means ± 
SEM; n = 2; **p < 0.01, as compared to untreated cells) and on extracellular ATP 
levels (means ± SEM; **p < 0.01, n.s. = non significant, as compared to untreated 
cells) are reported in B and C, respectively. 
Supplementary Figure S4. Kinetics of CXCL8 release in the course of 
immunogenic cell death. Human cervical carcinoma HeLa cells were maintained in 
control (Co) culture conditions or treated with 2 µM mitoxantrone (MTX) or 150 µM 
cisplatin (CDDP) for the indicated time. Thereafter, either cells were stained with 
fluorescein isothiocianate (FITC)-tagged Annexin V (AnnV) and propidium iodide 
(PI) for the cytofluorometric assessment of apoptosis-associated parameters (A), or 
culture supernatants were assessed for CXCL8 levels by means of a commercial 
ELISA kit (B). In panel A, white and black columns report the percentage of dying 
(PI-AnnV+) and dead (PI+) cells, respectively. Data are reported as means ± SEM (n = 
2; **p < 0.01, as compared to untreated cells at the same time point). 
Supplementary Figure S5. Cell death induction by immunogenic and non-
3 
 
immunogenic chemotherapeutics alone or combined with recombinant Cxcl2. 
Murine MCA205 fibrosarcoma cells were left untreated (Co) or treated with 2 µM 
mitoxantrone (MTX), 200 µM mitomycin C (MitoC), 150 µM cisplatin (CDDP), 
alone or in combination with 80 ng/mL recombinant Cxcl2 (rCxcl2), for 20 hrs, and 
then stained with fluorescein isothiocianate (FITC)-tagged Annexin V (AnnV) and 
propidium iodide (PI) for the cytofluorometric assessment of apoptosis-associated 
parameters. White and black columns report the percentage of dying (PI-AnnV+) and 
dead (PI+) cells, respectively. Data are reported as means ± SEM; n = 3; **p < 0.01, 
as compared to untreated cells, n.s. = non significant, as compared to equally treated 
cells not receiving rCxcl2. 
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Conclusion et Discussion 
 
1) Mécanismes de libération d’ATP 
 
Les résultats observés montrent une complexité inattendue dans les mécanismes qui 
régulent la sécrétion d’ATP par les cellules cancéreuses mourantes qui vont induire une 
immunité anti-tumorale. 
Nos résultats confirment le modèle selon lequel le clivage de la PANX1 est requis pour 
l’activation de ce dernier (Qu, Misaghi et al. 2011, Sandilos, Chiu et al. 2012). 
Cependant, nous avons pu observer de façon étonnante qu’un traitement des cellules 
par l’inhibiteur de caspases { large spectre Z-VAD-fmk, ne réduit pas seulement l’activité 
de PANX1, mais modifie également sa localisation sub-cellulaire. En effet, nous avons 
noté une augmentation significative de la quantité d’immunofluorescence de PANX1 
détectable à la surface des cellules traitées par un inducteur de la mort cellulaire 
immunogène. Cet effet est strictement dépendant des caspases. Nous avons également 
pu noter qu’une inhibition d’ATG5 ou ATG7, et donc de l’autophagie, inhibe de façon 
significative la libération d’ATP associée normalement { la mort immunogénique, mais 
n’influence en aucun cas l’exposition { la surface cellulaire et l’activation de la PANX1. 
Nous avons utilisé deux modèles bien distincts, à savoir une activation de la PANX1 
caspase-dépendante suite { un traitement par les anthracyclines ou l’oxaliplatine, et une 
expression inductible via la transfection d’un variant artificiel constitutivement actif de 
la PANX1 (tPANX1), mimant de ce fait l’activation faite par les caspases. Cependant, dans 
ces deux modèles, une inhibition de l’autophagie ne présente aucun impact sur la 
perméabilité de la membrane plasmique, visualisée avec le fluorophore de faible poids 
moléculaire, le YO-PRO-1. 
Il est communément admis que l’ATP est librement distribué dans le cytosol à une 
concentration allant de 1 { 10 mM et que l’ouverture des canaux transmembranaires 
permet la libération passive de l’ATP dans le milieu extra-cellulaire (Ainscow, Mirshamsi 
et al. 2002, Li, Banerjee et al. 2011). Cependant, nos résultats prouvent le contraire : en 
effet, que ce soit dans la voie induite par l’activation des caspases ou dans le modèle 
artificiel faisant intervenir la forme tronquée de la PANX1, nous avons une 
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique au YO-PRO-1, aussi bien 
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dans les cellules WT que dans les cellules déficientes pour l’autophagie, suggérant que la 
libération de l’ATP dans le milieu extracellulaire se fait de façon active. Comme la 
quantité d’ATP intracellulaire n’est pas réduite dans les cellules déficientes pour 
l’autophagie, que ce soit dans les conditions physiologiques ou encore après 
chimiothérapie immunogénique (Michaud, Martins et al. 2011), cela suggère que la seule 
ouverture des canaux PANX1 n’est pas suffisante pour la libération optimale d’ATP 
après traitement par les inducteurs de mort cellulaire immunogène. 
Dans l’optique de cette hypothèse, nous avons trouvé une fraction d’ATP intracellulaire 
localisée dans des vésicules cytoplasmiques plutôt que dans le cytosol, ce qui 
expliquerait pourquoi il ne peut être diffusé librement à travers les canaux PANX1 une 
fois ces derniers activés. Ces vésicules contenant l’ATP ont été marquées positivement 
par le marqueur des lysosomes et par l’anticorps anti-LAMP1, surtout dans les 
conditions physiologiques, ce qui a été déjà observé dans plusieurs lignées cellulaires 
différentes (Zhang, Chen et al. 2007, Gonzales, Julien et al. 2010). En réponse à la 
chimiothérapie, la moitié des vésicules cytoplasmiques contenant de l’ATP reste 
positives pour le LAMP1, bien que la majorité d’entre elles deviennent positives pour le 
LC3-RFP, signifiant que l’ATP a été relocalisée dans les autophagosomes et les 
autolysosomes.  
La déplétion de LAMP1, mais également de VAMP1 et de VAMP7, qui sont des récepteur 
lysosomaux de la famille des SNAREs (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor 
Attachment protein Receptor)  inhibe la libération d’ATP normalement observée dans le 
cas d’une mort cellulaire immunogène in vitro (Fader, Aguilera et al. 2012). Cela suggère 
donc l’idée que l’exocytose des lysosomes est primordiale dans cette voie. Des 
expériences in vitro ont montré une exposition de LAMP1 à la surface cellulaire après 
chimiothérapie immunogène, se dirigeant donc vers l’hypothèse d’une fusion des 
lysosomes avec la membrane plasmique durant l’apoptose (Franz, Herrmann et al. 
2007). D’autre part, la déplétion des facteurs essentiels { l’autophagie, { savoir ATG5, 
ATG7 et BCN1, n’a pas d’impact sur la translocation de LAMP1 à la surface cellulaire, 
prouvant ainsi que l’autophagie n’intervient pas dans l’exocytose lysosomale. 
Contrairement à la déplétion de PANX1, qui inhibe la translocation de LAMP1 à la 
membrane plasmique, et vice versa, la déplétion de LAMP1 empêche l’externalisation de 
PANX1. De plus, PANX1 et LAMP1 sont tous deux incapables de transloquer à la surface 
cellulaire en présence de Z-VAD-fmk. Ces résultats montrent que l’exocytose lysosomale 
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est essentielle pour la libération d’ATP dans le cas d’une mort cellulaire immunogène, et 
de plus, PANX1 joue un rôle essentiel dans cette voie, mais dont les mécanismes d’action 
restent encore à être déterminés. 
Nous avons également pu observer qu’une inhibition ou déplétion de ROCK1 et de la 
myosine II diminue le relargage d’ATP par les cellules exposées aux inducteurs de mort 
cellulaire immunogènes. Ainsi, le bourgeonnement apoptotique de la membrane 
plasmique semble être requis pour la sécrétion d’ATP, mais ce mécanisme de libération 
n’est pas relié aux autres voies de relargage. En effet, les inhibiteurs du bourgeonnement 
membranaires n’ont aucun effet sur la translocation et l’activation de la PANX1, sur 
l ‘autophagie et sur l’exocytose lysosomale. De même, les inhibiteurs de la PANX1, de 
l’autophagie et de l’exocytose lysosomale n’affectent par le bourgeonnement 
membranaire. Une question importante reste cependant sans réponse, celle de savoir 
quelle est la contribution de l’autophagie dans la libération d’ATP. En effet, bien que la 
suppression de l’autophagie n’affecte pas le fonctionnement des canaux PANX1 et de la 
relocalisation de LAMP1 { la surface cellulaire, l’ATP est in fine relocalisé dans les 
autophago(lyso)somes après chimiothérapie immunogène dans nos expériences in vitro. 
Une des possibilités serait que la voie de relocalisation de l’ATP dépendante de 
l’autophagie favoriserait le transport des vésicules contenant l’ATP { la périphérie 
cellulaire, mais ne serait pas impliquée dans l’exocytose des vésicules LAMP1+ ne 
contenant pas d’ATP (Fig. 19). 
 
 
Fig. 19 Représentation schématique de la libération d’ATP lors d’une mort cellulaire 
immunogénique. A) l’ATP intracellulaire est localisé dans les lysosomes en conditions physiologiques. B) Au cours 
d’une mort immunogénique, les lysosomes contenant l’ATP fusionnent avec les autophagosomes et migrent a la 
surface cellulaire pour libérer l’ATP par exocytose. Ceci est accompagné de l’exposition de la protéine LAMP1. C) dans 
le cas de cellules déficientes en autophagie, le « pool »  d’ATP n’est pas conservé au sein des lysosomes. Cependant, les 
lysosomes migrent tout de même à la surface cellulaire, exposant ainsi la protéine LAMP1 (Wang, Martins et al. 2013).  
139 
 
Nos résultats ont donc permis de mettre en évidence la complexité des voies de 
libération d’ATP après une chimiothérapie immunogène, impliquant des molécules 
essentielles pour différents processus, tel que ATG5, ATG7 et BCN1 pour l’autophagie, 
LAMP1 et VAMP1 pour l’exocytose des lysosomes, les caspases pour l’apoptose, ROCK1 
et la myosine II pour le bourgeonnement membranaire et la PANX1 pour la 
perméabilisation de la membrane plasmique. Une déficience moléculaire dans n’importe 
laquelle de ces voies suffit pour abolir la libération d’ATP après traitement par les 
anthracyclines ou l’oxaliplatine, ce qui suggère qu’une altération dans une de ces voies 
pourrait être { l’origine d’une résistance aux chimiothérapies. 
En perspective de ce travail, il serait intéressant d’étudier la relation qui peut exister 
entre la translocation de LAMP1 { la surface cellulaire et l’externalisation de PANX1. En 
effet, cette relation n’est pour l’instant pas encore décrite dans la bibliographie et nous 
ne connaissons pas les mécanismes qui pourraient les relier. 
Pour cela, nous prévoyons de transfecter plusieurs lignées cellulaires avec différentes 
formes de PANX1, constitutivement active, la forme totale comprenant la partie C-
terminale inhibitrice ou alors juste avec la partie C-terminale, et d’étudier leur impact 
sur la translocation de LAMP1 à la surface cellulaire par microscopie confocale et par 
microscopie automatisée ainsi que par cytométrie en flux. En parallèle de ce travail, 
nous étudierons également les conséquences sur la libération d’ATP après transfection 
des cellules par des expériences de cytométrie en flux. Nous étudierons également s’il y 
a une interaction directe entre LAMP1 et PANX1 qui permettrait la translocation à la 
surface cellulaire des vésicules contenant l’ATP grâce à des expériences de co-
immunoprécipitation et de microscopie confocale. D’autre part, nous allons également 
étudier les conséquences des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques de la PANX1 sur 
l’exposition { la surface cellulaire de LAMP1 par des expériences de cytométrie en flux. 
 
Cependant, l’implication de l’ATP dans le succès de la chimiothérapie reste { être 
éclaircie. Il a en effet été montré que l’ATP extracellulaire pouvait être déphosphorylé en 
ADP et en AMP par CD39, puis hydrolysé en adénosine par CD73. Or l’adénosine peut 
aller se fixer sur ses récepteurs présents sur les cellules du système immunitaire, tels 
que le récepteur A2A qui est surexprimé par les macrophages après activation de ces 
dernières par les TLRs. Une fois le récepteur A2A activé, les macrophages vont passer 
d’un phénotype M1 { un phénotype M2, amenant ainsi { une production de VEGF 
140 
 
(Vascular Endothelial Growth Factor) et d’IL-10, deux cytokines facilitant la croissance 
tumorale (Grinberg, Hasko et al. 2009). L’adénosine peut également se fixer sur les 
récepteurs présents sur les NK, interférant avec leur capacité à produire le TNF-α et IFN-
γ (Miller, Cervenka et al. 1999). De plus, les voies de la perforine et Fas/FasL sont 
également inhibées par l’adénosine, limitant ainsi les capacités de lyse des cellules 
tumorales par les NK (Raskovalova, Huang et al. 2005). L’adénosine a aussi un impact 
sur la différenciation des DCs : contrairement aux DCs myéloïdes normales, celles-ci 
vont exprimer un haut niveau de facteurs angiogéniques, pro-inflammatoires, 
tolérogéniques tels que VEGF, IL-8, IL-6, IL-10, TGF-β (Novitskiy, Ryzhov et al. 2008, 
Ghiringhelli, Bruchard et al. 2012). 
Dans des travaux publiés en 2013, Bruchard et al., ont montré que Gem et 5FU, deux 
molécules utilisées en chimiothérapie pour leur capacité à tuer sélectivement les MDSCs, 
étaient également capables d’induire une perméabilisation des lysosomes, amenant à la 
libération de la cathepsin B. L’inflammasome NLRP3 y est alors activée, conduisant à la 
production d’IL-1β (Ghiringhelli, Apetoh et al. 2009). Or une inflammation chronique est 
reconnue comme étant un évènement important dans la carcinogénèse et la progression 
tumorale (Apte and Voronov 2008, Carmi, Rinott et al. 2011). La sur-activation 
chronique d’IL-1β est considérée comme une condition favorisant la croissance 
tumorale par sa capacité { induire l’expansion des MDSC (Bunt, Yang et al. 2007). Dans 
des modèles in vivo, il a été montré que l’activation de l’inflammasome NLRP3 diminuait 
l’immunité anti-tumorale dans des expériences de vaccination, soutenant ainsi l’idée de 
l’effet délétère de NLRP3 dans le contexte du cancer (van Deventer, Burgents et al. 2010). 
IL-1β intervient également dans la génération et l’expansion des cellules Th17, qui 
peuvent induire des signaux de croissance tumorales (Wang, Yi et al. 2009). 
Ces résultats sont donc en contradiction avec nos travaux, dans lesquels la libération 
d’ATP est absolument requise pour obtenir une mort cellulaire immunogène, au même 
titre que l’exposition de la calréticuline { la surface cellulaire et la libération de HMGB1. 
Nous avions également montré au préalable que la production d’IL-1β était essentielle 
pour l’apprêtement des cellules T CD8+, suggérant qu’une inflammation aigue lors de la 
chimiothérapie était bénéfique pour la mise en place d’une réponse immunitaire anti-
tumorale (Ghiringhelli, Apetoh et al. 2009). Ces divergences dans les résultats peuvent 
être expliquées tout d’abord par le fait que les drogues 5FU et Gem n’induisent pas de 
mort cellulaire immunogénique, et de ce fait, il n’y a pas de reconnaissance croisée des 
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antigènes tumoraux par les cellules dendritiques ni d’activation des LT CD8+. D’autre 
part, l’ambigüité des rôles joués par IL-1β peut être expliquée par sa concentration. En 
effet, si une faible concentration en IL-1β suffit pour induire la production d’IL-17 par 
les cellules T, seule de fortes concentrations en IL-1β conduisent { l’activation des LT 
CD8+(Bruchard, Mignot et al. 2013).  
2) Implication de CXCL8 comme inducteur d’exposition de la CRT 
 
L’exposition pré-apoptotique de la CRT à la surface cellulaire est apparue comme étant 
un marqueur essentiel de la mort cellulaire immunogène, suggérant qu’il pourrait 
prédire, du moins en partie, la capacité des cellules mourantes à induire une protection 
immunitaire anti-cancéreuse (Obeid, Tesniere et al. 2007, Fucikova, Kralikova et al. 
2011, Martins, Kepp et al. 2011, Garg, Krysko et al. 2012). Nous avons démontré à 
travers nos travaux, que l’exposition de la CRT { la membrane plasmique n’était pas 
seulement régulée par des mécanismes intrinsèques à la cellule, mais également par des 
facteurs solubles qui opèrent de façon autocrine ou paracrine. Nous avons montré que 
les phéromones de levure pouvaient stimuler la relocalisation de Cne1p, orthologue de 
la CRT chez la levure, à la périphérie de la cellule. Nos résultats indiquent que Cne1p 
n’est pas absolument nécessaire pour la reproduction des levures, mais facilite 
l’interaction entre les cellules. Ces premiers résultats sont en continuité d’autres travaux 
ayant montré l’implication de l’exposition de la CRT { la surface cellulaire dans la 
fertilisation des ovocytes par les spermatozoïdes (Nakamura, Moriya et al. 1993, Park, 
Lee et al. 2001). En extrapolant nos résultats du système de la levure au système de 
mammifères, nous avons découvert une série de facteurs solubles agissant sur les 
récepteurs couplés à la protéine G facilitant l’exposition de la CRT { la surface cellulaire. 
Parmi ces facteurs solubles, le facteur humain CXCL8 et son orthologue murin Cxcl2 
possèdent la capacité de stimuler l’exposition de la CRT { la surface des cellules 
cancéreuses via leur récepteur CXCR1/Cxcr1 et CXCR2/Cxcr2. Du fait que le génome de 
mammifère code des centaines de GPCRs, nous suspectons l’implication de d’autres 
ligands et récepteurs de la même classe dans l’exposition de la CRT. Il serait nécessaire 
pour cela de procéder à des recherches similaires de façon systématique. 
CXCL8, ainsi que d’autres chimiokines, sont souvent produites de façon constitutive 
dans les cellules cancéreuses, et agissent en auto ou paracrine pour induire une réponse 
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inflammatoire et immunitaire locale. Il est important de noter que ces médiateurs 
entretiennent une relation étroite avec leur microenvironnement. De ce fait, leur 
relation avec l’oncogénèse, l’apoptose, la progression tumorale et l’immunosurveillance 
sont très importantes et hautement complexes (Verbeke, Struyf et al. 2011). Une 
production élevée de CXCL8 caractérise ainsi un phénotype associé à la sénescence. De 
ce fait, les cellules tumorales sénescentes ou les fibroblastes associés à la tumeur 
peuvent initier un microenvironnement enrichi en CXCL8. Il a été reporté dans certains 
types de cancers, par exemple le cancer du sein, qu’un taux élevé de CXCL8, qui permet 
un échappement des cellules tumorales { l’inhibition de croissance induite par la 
rapamycine, était associé à un mauvais pronostic du patient (Britschgi, Andraos et al. 
2012). 
Il apparaît ainsi paradoxal que le système CXCL8/CXCR1-2 puisse être (souvent) 
constitutivement actif dans les cellules cancéreuses, prônant des effets pro-tumorigènes, 
mais puisse également être hyper-activé par une chimiothérapie immunogénique 
induisant l’exposition de la CRT et amenant à une mort cellulaire immunogène. De 
précédents travaux ont montré que la radiothérapie pouvait également stimuler la 
production de CXCL8 (Hei, Zhou et al. 2011). En effet, la radiothérapie locale peut 
engendrer un effet à distance, qui consiste à la régression de lésions ou de métastases 
qui n’ont pas été irradiées. Cette réponse reflète sûrement une réponse immunitaire 
anti-tumorale systémique qui résulte en la mort immunogénique des cellules 
cancéreuses initiales tuées par irradiation (Frey, Rubner et al. 2012). Cependant, 
l’implication de CXCL8 dans  cette dernière observation reste { prouver. 
Nous pouvons noter que le BCG (Bacilles Calmette-Guérin) qui est une forme vivante 
mais atténuée de Mycobacterium bovis, a été utilisé comme traitement 
immunothérapeuthique anticancéreux après ablation transurétrale de carcinome 
superficiel urothélial (Galluzzi, Vacchelli et al. 2012). Ce traitement s’est avéré 
particulièrement efficace quand les cellules T spécifiques du BCG ont été activées pour 
produire de l’IFNγ, surement au sein de lésions tumorales résiduelles ou dans les nœuds 
lymphatiques (Biot, Rentsch et al. 2012). La concentration de CXCL8 dans les urines 
constituerait donc un bio-marqueur précoce des réponses immunitaires et pourrait 
prédire le pronostic thérapeutique (Thalmann, Sermier et al. 2000). Le BCG induit la 
mort apoptotique des cellules cancéreuses soit directement, soit par activation des 
effecteurs immunitaires cellulaires ou humoraux (DiPaola and Lattime 2007). Nous 
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pouvons donc supposer qu’en induisant la mort cellulaire immunogénique, CXCL8 
occuperait un rôle décisif dans l’efficacité de la thérapie par le BCG. 
Outre le rôle d’IL-8 dans l’exposition de la calréticuline à la surface cellulaire, les 
cytokines jouent un rôle crucial dans la mise en place de la réponse immunitaire. En 
effet, Cullen et al., ont montré dans des travaux publiés en 2013, que lors d’une mort 
cellulaire apoptotique par activation de Fas/CD95, les cellules mourantes sécrétaient de 
nombreuses cytokines, dont IL-8, qui agissaient ensuite comme un signal de chimiotaxie 
pour les cellules phagocytaires. Ces cytokines agiraient donc comme des signaux « find 
me » au même titre que la libération d’ATP via les cannaux pannexines, permettant ainsi 
la survenue de la mort immunogénique. Cependant, il n’a pas encore été montré de liens 
entre l’ATP et la chimiotaxie induite par les cytokines (Cullen, Henry et al. 2013).  
 
En conclusion de ce travail, nous avons montré une contribution inattendue des 
chimiokines dans l’exposition de la CRT à la surface cellulaire et dans la mort cellulaire 
immunogène. Il serait par la suite intéressant d’étudier si d’autres cytokines 
proinflammatoires sont impliquées dans l’exposition de la calréticuline { la surface 
cellulaire, et vice versa, si lors d’une mort cellulaire immunogénique, après traitement 
des cellules par les anthracyclines ou l’oxaliplatine, nous retrouvons une production 
importante de cytokines  telles que IL-8 ou MCP-1 dans le surnageant des cellules. 
Nous pourrions également étudier le rôle d’IL-8 et des futures cytokines potentiellement 
impliquées dans l’exposition de la calréticuline { la surface cellulaire dans le processus 
de libération d’ATP. 
 
Nous pouvons supposer que ces découvertes pourraient avoir, dans le futur, des 
implications majeures dans la compréhension des réponses immunitaires antitumorales 
mais également dans la compréhension de leur modulation thérapeutiques. D’autre part, 
en continuité des travaux publiés par Martins et al, nous avons montré une nouvelle 
possibilité de combler l’incapacité qu’ont certaines chimiothérapies { induire 
l’exposition de la CRT { la surface membranaire.  
 
Etant la première cause de mortalité en France, la lutte contre le cancer reste une 
priorité absolue dans le domaine de la santé. Améliorer les traitements proposés aux 
patients pour aller vers une chimiothérapie personnalisée constitue l’objectif { atteindre.  
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C’est dans cette optique que notre laboratoire a mis en évidence l’immunogénicité de 
certaines chimiothérapies. 
L’ensemble des résultats présentés dans cette thèse nous a permis de comprendre plus 
en détails les mécanismes moléculaires nécessaires à la survenue de deux étapes clefs de 
la mort cellulaire immunogène. Ceci permettrait de découvrir de nouvelles cibles 
thérapeutiques dans le futur, et palier à un manque de sécrétion d’ATP ou d’exposition 
de la calréticuline grâce aux différents facteurs et voies identifiées lorsque les 
chimiothérapies utilisées ne sont pas immunogènes ou lorsque le patient présente une 
déficience dans une de ces voies. Ainsi, ces premiers travaux fondamentaux pourraient 
permettre de nouvelles recherches ciblées sur l’élaboration de nouvelles drogues 
permettant l’activation des canaux pannexines 1 ou l’exocytose des autophagolysosomes 
pour combler une déficience en libération d’ATP, et sur de nouveaux composés qui 
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Mécanismes de libération d’ATP et d’exposition de la calréticuline 
au cours d’une chimiothérapie immunogène 
 
Pendant très longtemps, les traitements contre les cancers se sont basés sur la 
cytotoxicité des chimiothérapies, sur leur capacité à tuer directement les cellules 
malignes ou à induire leur senescence. Mais cette cytotoxicité accrue et non ciblée a 
également pour effet de tuer les cellules du système immunitaire du patient. Cependant, 
il a été montré que la radiothérapie, les anthracyclines ainsi que l’oxaliplatine étaient 
capables d’induire une apoptose décrite comme étant une mort cellulaire immunogène. 
De ce fait, les cellules tumorales mourantes agiront comme vaccin thérapeutique. 
La mort cellulaire immunogène se caractérise par trois grands marqueurs : un stress du 
réticulum endoplasmique pré-mortem qui va induire la translocation de la calréticuline 
de la lumière du réticulum endoplasmique vers la surface cellulaire, la libération d’ATP 
dans le milieu extracellulaire permettant le recrutement des cellules dendritiques et 
l’activation de l’inflammasome NLRP3 via le récepteur P2RX7, et enfin la libération de la 
protéine HMGB1 dans le milieu extracellulaire, qui va aller interagir avec TLR4 à la 
surface des cellules dendritiques pour stimuler leur fonction présentatrice d’antigène.  
La première partie de ce travail a consisté à comprendre les mécanismes moléculaires 
précis par lesquels l’ATP est sécrétée activement lors d’une mort cellulaire immunogène. 
En utilisant une combinaison de techniques impliquant des criblages pharmacologiques, 
des techniques de monitorage de la localisation intracellulaire de l’ATP entre autres, 
nous avons montré qu’après un traitement par les inducteurs de la mort immunogène, 
l’ATP était redistribué des lysosomes aux autolysosomes et que sa sécrétion requiert la 
protéine lysosomale LAMP1. Nous avons également montré qu’il existait d’autres voies 
de libération d’ATP telles que la voie de signalisation Rho, et également l’ouverture des 
hémicanaux pannexine 1 (PANX1). De façon surprenante, nous avons observé une 
implication de PANX1 dans la translocation de LAMP1 à la surface cellulaire. Ces 
résultats ont permis de comprendre un peu plus précisément les mécanismes de 
sécrétion d’ATP dans la mort cellulaire immunogène, mettant en évidence l’importance 
de l’exocytose lysosomale caspases dépendante et PANX1 dépendante. 
La seconde partie de ce travail s’est portée sur l’étude d’une autre caractéristique de la 
mort cellulaire immunogène, { savoir l’exposition de la calréticuline { la surface 
cellulaire. En partant du constat qu’après un traitement par la mitoxantrone, la 
calréticuline était relocalisée en périphérie à la fois dans les cellules humaines et les 
cellules de levure, il a été suggéré que la voie d’exposition de la calréticuline était 
conservée phylogénétiquement. Nous avons montré que les phéromones pouvaient agir 
comme inducteurs physiologiques de l’exposition de la calréticuline dans les cellules de 
levure. Un criblage d’ARN interférant et des analyses de transcriptome nous ont permis 
de montré que les chimiokines, en particulier CXCL8 chez l’humain (appelé également 
interleukine-8) et son orthologue Cxcl2 chez la souris étaient impliquées dans la 
translocation de la calréticuline à la surface cellulaire. En traitant les cellules 
cancéreuses par la mitoxantrone, nous observons une production de CXCL8 par les 
cellules cancéreuses humaines in vitro et de Cxcl2 par les cellules cancéreuses murines  
in vivo. Un « knockdown » des récepteurs pour CXCL8/Cxcl2 réduit de manière 
significative l’exposition de la calréticuline { la surface cellulaire. Ces résultats ont donc 
montré l’importance des chimiokines dans la voie d’exposition de la calréticuline. 
L’ensemble de ce travail a permis de comprendre plus en détails deux des trois grandes 
caractéristiques de la mort cellulaire immunogène. 
